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1. INTRODUZIONE 
 
 
1.1 Il glutatione ridotto  
 
Il glutatione ridotto (GSH) (Figura 1) è il principale composto tiolico non proteico presente 
nelle cellule animali. È composto da tre aminoacidi [cisteina (Cys), acido glutammico e 
glicina)] e viene sintetizzato de novo in due “steps” enzimatici. Nel primo “step” il gruppo 
γ-carbossilico del glutammato viene attivato dall’ATP, per formare un acil fosfato come 
intermedio, che viene poi attaccato dall’α-ammino gruppo della Cys, dando γ-
glutamilcisteina. Questa reazione, catalizzata dall’enzima γ-glutammilcisteina ligasi (GCL), 
è il fattore limitante della sintesi del GSH [1] e porta alla formazione di un legame γ-
peptidico atipico, in quanto porta ad unire i due amminoacidi attraverso il gruppo γ-
carbossilico invece che al gruppo α-carbossilico del glutammato. Questa disposizione 
insolita è soggetta a idrolisi da parte di un solo enzima noto, la γ-glutamil transpeptidasi 
(GGT), presente solo sulle superfici esterne di alcuni tipi di cellule. Il secondo “step” è una 
reazione di condensazione, nella quale il gruppo α-carbossilico della Cys viene attivato ad 
acil fosfato, per permettere la reazione con la glicina tramite l’enzima glutatione sintetasi 
(GS) [2]. 
Le funzioni del GSH sono molteplici. 
 È l’agente riducente della glutaredossina nella sintesi dei deossiribonucleotidi. 
 Contribuisce a mantenere i gruppi sulfidrilici delle proteine alla stato ridotto e il 
ferro del gruppo eme allo stato ferroso (Fe2+). 
 È il metabolita chiave per le vie di detossificazione dipendenti dal citocromo P450 
che è giornalmente messo alla prova non solo dall'assunzione di farmaci, ma anche 
da prodotti di inquinamento (tossine ambientali) come i metalli pesanti o più 
banalmente i prodotti di derivazione del fumo di sigaretta e derivati dalla 
combustione di carburante. 
 È coinvolto nella disintossicazione dagli xenobiotici e dei loro metaboliti. Queste 
sostanze sono elettrofile o elettron-attrattori e formano coniugati con il GSH in 
maniera spontanea o enzimaticamente, durante reazioni catalizzate dalla 
glutatione-S-transferasi (GST). I coniugati formati sono solitamente escreti dalla 
cellula e introdotti nella bile. 
 Ha un’azione immunitaria, ossia i linfociti, in particolare quelli appartenenti ai 
sottotipi T, hanno un'elevata domanda di GSH per poter espletare regolarmente la 
loro attività e per replicarsi. La deplezione di GSH durante un processo 
infiammatorio acuto o cronico o durante un’infezione condurrà ad una risposta 
immunitaria meno efficace; quest’ultima azione è fortemente collegata con la sua 
capacità antiossidante, infatti l’accumulo di radicali liberi all’interno dei linfociti 
durante una risposta infiammatoria fa sì che questi siano meno efficaci. Il compito 
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del GSH è quello di eliminare i composti tossici presenti all'interno delle cellule e 
questo avviene riducendo il composto [3]. Più avanti sarà inoltre ampiamente 
discusso il coinvolgimento del GSH su un altro aspetto della risposta immunitaria. 
 È un deposito della Cys, poiché questo amminoacido risulta estremamente instabile 
in ambiente extracellulare e si auto-ossida rapidamente a cistina, in un processo 
che produce ossigeno e radicali liberi. Questa funzione si esplica mediante il ciclo 
del γ-glutamil, descritto per la prima volta nel 1970 da Orlowski e Meister, che 
utilizza il GSH come fonte continua di Cys [4]. 
 
Quindi il GSH è il principale antiossidante naturale presente all'interno delle nostre cellule 
e gioca un ruolo cruciale nel normale bilancio tra lo stato ossidato e quello ridotto della 
cellula; ciò permette, come visto, l’adeguata regolazione di molte funzioni vitali della cellula 
come la sintesi e la riparazione del DNA, la sintesi delle proteine e l’attivazione e la 
regolazione degli enzimi. 
 
 
 
 
 
I suoi equivalenti riducenti possono essere utilizzati anche per rimuovere i perossidi tossici 
che si formano nel corso della crescita e durante il metabolismo in condizioni aerobiche: 
2GSH + R-O-O-H → GSSG + H2O + R-OH. La forma ossidata del GSH (GSSG), prodotta durante 
la sua attività ossidoreduttiva, contiene due molecole di GSH unite da un ponte disolfuro. 
La reazione è catalizzata dalla glutatione perossidasi (GP), un enzima che contiene un 
atomo di selenio legato covalentemente in forma di selenocisteina. Il selenio è essenziale 
per l’attività catalitica dell’enzima mentre gli atomi di zolfo dell'aminoacido Cys sono 
Figura 1. Modello Ball-and-Stick (sopra) e struttura (sotto) della 
molecola glutatione (C10H17N3O6S). 
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responsabili dell'attività biologica del GSH, e il rapporto tra il GSH e il GSSG è un indicatore 
della capacità antiossidante della cellula [3, 5]. 
Il GSH è anche substrato della GSH-deidrogenasi che rigenera molecole antiossidanti come 
l’acido ascorbico e della GST che detossifica composti esogeni ed endogeni [5]. 
 
 
1.2 Il GSH in condizioni patologiche 
 
Data la sua importanza in numerosi processi metabolici e di protezione cellulare, è facile 
intuire come la carenza di GSH, che si manifesta in gran parte attraverso un aumento della 
suscettibilità allo stress ossidativo, possa essere associata all’insorgenza e alla progressione 
di una moltitudine di patologie. Viceversa, come viene osservato generalmente in molti tipi 
di cellule tumorali, elevati livelli di GSH aumentano la capacità antiossidante e la resistenza 
allo stress ossidativo [6]. 
Le patologie causate da carenza di GSH colpiscono soprattutto soggetti con deficit congeniti 
di enzimi, specifici per il suo metabolismo. Ad esempio, soggetti con deficit di GS mostrano 
anemia emolitica, acidosi metabolica, infezioni batteriche e progressiva disfunzione del 
sistema nervoso centrale [6]. L’anemia emolitica e i sintomi neurologici sono stati osservati 
anche in pazienti con carenza di GCL. Inoltre, negli esseri umani, la deficienza ereditaria 
degli enzimi del ciclo γ-glutamil porta ad una ridotta produzione di GSH, rendendo le cellule 
particolarmente vulnerabili allo stress ossidativo e favorendo i processi apoptotici e 
necrotici. Il danno che ne risulta è il passo fondamentale per l'insorgenza e la progressione 
di molti stati di malattia in quanto ridotti livelli di GSH hanno dimostrato di essere una 
caratteristica di una vasta gamma di patologie, tra cui le malattie neurodegenerative, la 
fibrosi cistica, e diverse infezioni virali [6, 7]. 
Livelli ridotti di GSH sono una caratteristica comune nelle patologie neurodegenerative, in 
quanto una vasta gamma di disfunzioni del Sistema Nervoso Centrale (SNC) sono state 
ricondotte ad errori congeniti del metabolismo del GSH, suggerendo che il cervello è 
particolarmente sensibile alle alterazioni della sua omeostasi. Questo tripeptide infatti ha 
un ruolo fondamentale nella protezione del cervello dallo stress ossidativo, agendo come 
inibitore della perossidazione lipidica ed eliminando i radicali liberi come le specie reattive 
dell’ossigeno prodotte continuamente durante il metabolismo ossidativo e generate in 
tassi elevati in quest’organo [8]. A causa di ciò, il cervello è molto più vulnerabile al danno 
ossidativo rispetto agli altri tessuti e un’alterazione dei livelli di GSH con conseguente stress 
ossidativo è un importante meccanismo patogenetico proposto per malattie 
neurodegenerative tra cui il morbo di Parkinson e il morbo di Alzheimer. Analisi del tessuto 
celebrale post-mortem di pazienti con il Parkinson hanno evidenziato uno squilibro del 
rapporto GSH/GSSG dovuto ad una diminuzione dei livelli di GSH nella substantia nigra 
rispetto ai controlli [9]. Inoltre una down-regolazione della sintesi del GSH nel cervello di 
ratto ha dimostrato essere la causa di una progressiva degenerazione dei neuroni 
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dopaminergici presenti nella substantia nigra [10], degenerazione che è nota essere 
responsabile dei caratteristici sintomi motori del morbo [11]. 
Recenti evidenze sperimentali hanno invece dimostrato che in neuroni simili a quelli di 
pazienti di Alzheimer provenienti da topi transgenici, si riscontravano livelli di GSH più bassi 
rispetto ai controlli e che tale deplezione era più importante dell’aumento dei ROS nel 
causare un aumento della morte neuronale [12]. 
Una carenza sistemica del GSH che progredisce nel tempo è stata descritta anche nella 
fibrosi cistica [13], una malattia genetica caratterizzata da una disfunzione polmonare 
grave, causata da una modificazione di una proteina di trasporto degli ioni Cl-, la proteina 
regolatrice della conduttanza transmembrana della fibrosi cistica (CFTR). Questa proteina 
è importante nel mantenere l’equilibrio cellulare degli ioni e facilita l’esportazione 
transmembrana del GSH [14], il quale funge da antiossidante essenziale per proteggere il 
tessuto polmonare dalle tossine inalate e dagli attacchi ossidativi dovuti all’inalazione 
dell’ossigeno puro e al rilascio dei ROS da parte dei fagociti polmonari. I pazienti affetti da 
fibrosi cistica presentano livelli bassi di GSH nel plasma e nel liquido polmonare delle cellule 
di rivestimento epiteliale [13, 15]. Tale carenza è stata associata ad un aumento del fattore 
di trascrizione NF-κB [15], coinvolto nella regolazione di citochine infiammatorie, ad un 
conseguente aumento dell’infiammazione, segno distintivo della fibrosi cistica e ad un 
elevato stress ossidativo causa di danni alle membrane cellulari così come delle proteine e 
DNA cellulari. A sostegno dell’influenza determinante dei ROS nella fibrosi cistica, questi 
pazienti hanno spesso livelli più elevati di perossidazione lipidica [16]. 
Altra patologia caratterizzata da uno squilibrio dello stato redox è la pancreatite acuta, 
contraddistinta da una deplezione del GSH nelle fasi iniziali [17, 18]. In modelli animali 
aventi tale patologia il pre-trattamento con il glutatione monoetil estere ha apportato 
effetti benefici incrementando i livelli di GSH pancreatici [18], mentre l’inibizione della 
sintesi del tripeptide tramite la butionina sulfossimina (BSO) ha portato ad un aumento 
della necrosi pancreatica ed ad una ridotta sopravvivenza [19]. 
Numerose patologie a carico dell’apparato cardiocircolatorio sono da ricondursi ad uno 
squilibrio dell’omeostasi del GSH e ad errori nel suo metabolismo [6]. Infatti, polimorfismi 
degli enzimi GP e GST sono associati ad un aumentato rischio di incorrere in malattie 
cardiovascolari a causa dell’accumulo di specie reattive dell’ossigeno. In particolare, i 
polimorfismi riguardanti la GP sembrano aumentare il rischio di sviluppare malattia 
coronarica, ictus e trombosi cerebrale, mentre quelli a carico della GST sono associati 
all’aumento dei markers infiammatori e delle malattie coronariche, specialmente nei 
fumatori [20]. Ulteriori studi hanno rafforzato il legame tra il GSH e le condizioni 
cardiovascolari come l’ipertensione, il cui sviluppo è strettamente correlato all’aumento 
dei ROS [21] o l’aterosclerosi in cui è stato dimostrato che la somministrazione liposomiale 
del tripeptide in un modello murino della patologia diminuiva lo stress ossidativo nel 
plasma e nei macrofagi [22]. 
Il glutatione gioca un ruolo importante anche in vari tipi di cancro. Infatti, mentre una 
carenza del GSH, o una diminuzione del rapporto GSH/GSSG, porta ad un incremento della 
 9 
suscettibilità allo stress ossidativo implicato nella progressione del cancro, livelli elevati di 
GSH aumentano la capacità antiossidante e la resistenza allo stress ossidativo come 
osservato in tante cellule tumorali [23]. È ormai ben noto che le specie reattive 
dell’ossigeno e i prodotti chimici elettrofili possono danneggiare il DNA e che il GSH può 
proteggere contro questo tipo di danno e può direttamente disintossicare la cellula da 
sostanze cancerogene [6]; d’altra parte i livelli elevati del tripeptide che si sono osservati in 
vari tipi di cellule cancerose e tumori solidi donano a queste cellule una maggiore resistenza 
alla chemioterapia [24, 25]. In molte cellule normali e maligne, un aumentato livello del 
tripeptide è associato ad una risposta proliferativa ed è essenziale per la progressione del 
ciclo cellulare [26, 27]. In cellule del cancro al fegato e di melanoma metastatico, il GSH è 
stato correlato con la crescita cellulare [28, 29], inoltre è stato dimostrato che esiste un 
diretto rapporto dei livelli di GSH con la proliferazione cellulare e l’attività metastatica [28]. 
L’elevato contenuto di GSH è tipicamente associato, in alcune cellule tumorali, ad una 
maggiore attività di enzimi legati alla sintesi di questa molecola, come la GCL e la GGT [25]. 
Questo squilibrio nella biochimica del GSH osservata sia in tumori murini che umani [30-
32], dona alle cellule tumorali una difesa contro l’aggressione del microambiente tumorale 
[33], una capacità colonizzante [28] e di evasione dell’apoptosi [34] e una resistenza alle 
radiazioni e a molti farmaci chemioterapici [25, 35]. 
 
 
1.3 Il GSH nelle infezioni virali 
 
Numerosi studi hanno evidenziato come un’alterazione dell’equilibrio dello stato redox 
intracellulare sia presente in molteplici infezioni virali e di come giochi un ruolo 
fondamentale nella progressione della patologia indotta dal virus [36]. Questo squilibrio 
sembra sia associato con una deplezione del GSH e sebbene non ci siano dubbi sul fatto 
che il calo del tripeptide sia implicato in molteplici infezioni virali risulta ancora difficile 
affermare se tale evento sia un effetto o una causa dell’infezione stessa. Infatti, i 
meccanismi attraverso cui diversi tipi di virus inducono questo “imbalance” dello stato 
redox restano ancora poco chiari. Tuttavia, in alcuni casi, vi sono prove ragionevoli che 
avvalorano come lo squilibrio dello stato redox sia essenziale per l’avvio e il mantenimento 
della replicazione virale [37]. Evidenze sperimentali, sia in vitro che in vivo, suggeriscono 
che l’infezione da virus Herpes simplex di tipo 1 (HSV-1) sia la causa di una diminuzione 
significativa del GSH e che il deterioramento dello stato redox intracellulare è necessario 
per la replicazione del virus [37-39]. In infezioni in vitro di HSV-1 è stato dimostrato come i 
livelli di GSH endogeni siano drasticamente diminuiti già nelle prime 24 ore dopo 
l’adsorbimento [37] e di come l’aggiunta di GSH produca un'inibizione concentrazione 
dipendente, della replicazione virale [37, 39], evidenziando un ruolo fondamentale del 
tripeptide nel ciclo vitale del virus. Tale capacità dell’antiossidante sembra sostanzialmente 
legata all’inibizione delle ultime fasi della replicazione virale: la sintesi proteica. Tra le 
proteine dell’HSV-1, l’espressione della glicoproteina B è quella più influenzata dal 
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trattamento con il GSH il quale, probabilmente, interferisce con la formazione del dimero 
della proteina, inducendo la scissione dei ponti disolfuro [37]. 
Livelli bassi di GSH sono stati ritrovati anche nel plasma, nelle cellule mononucleate del 
sangue periferico e nei monociti di individui asintomatici recanti il virus 
dell’immunodeficienza umana (HIV) così come nei pazienti affetti da AIDS [40]. Inoltre, 
studi clinici hanno dimostrato che la carenza del tripeptide è correlata con la morbilità [41]. 
Questi risultati hanno suggerito che un generale sistema antiossidante compromesso ha un 
ruolo importante in tali condizioni cliniche, tuttavia la carenza del GSH è coinvolta in vari 
aspetti dell’HIV. È stato riportato che l’aumento dei livelli di citochine infiammatorie, 
causato dal virus, quali l’interleuchina (IL)-1, il fattore di necrosi tumorale (TNF)-α e l’IL-6, 
possa indurre sia la deplezione del GSH che il conseguente stress ossidativo [42]. Questo 
fenomeno, a sua volta, può attivare NF-κB, un fattore di trascrizione noto per essere 
attivato in risposta a diversi tipi di stress ossidativo, e capace di legarsi ed attivare geni 
controllati da lunghe ripetizioni terminali (long terminal repeats, LTR) dell’HIV, 
permettendo quindi l’espressione virale [43]. È stato dimostrato inoltre che l’aumento dei 
livelli intracellulari di GSH può causare l’inibizione della replicazione di HIV attraverso vari 
meccanismi di azione. Tra questi meccanismi vi è il blocco dello stress ossidativo che ha 
come conseguenza la mancata attivazione di NF-κB; l’induzione di modificazioni redox nel 
dominio D2 di CD4 interferendo così con l’ingresso di HIV; l’inibizione del processo di 
trascrittasi inversa dell’RNA genomico di HIV e l’inibizione del corretto folding e 
stabilizzazione della conformazione nativa delle proteine virali impedendo così la 
produzione di particelle virali infettive [44] (Figura 2).  
 
 
 
 
  
Figura 2. Inibizione da parte del GSH di differenti steps durante il ciclo 
vitale di HIV. 
 
   
MKM 
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Diminuzioni rapide dei livelli di GSH sono state osservate anche in seguito ad infezioni di virus 
che causano effetti citopatici acuti nelle cellule epiteliali (es. Parainfluenza). In queste cellule la 
perdita di GSH sembra avvenire maggiormente durante l’adsorbimento del virus che causa 
modificazione della membrana plasmatica e fuoriuscita del tripeptide. Questo calo di GSH 
porta ad un malfunzionamento dell’antiporto Na+/H+, con conseguente calo del pH 
intracellulare, che a sua volta favorisce le prime fasi della replicazione virale [45]. Nelle fasi 
avanzate della replicazione virale la deplezione del GSH sarebbe invece una conseguenza della 
preferenziale incorporazione della Cys nelle proteine virali, molto ricche di questo aminoacido 
[45]. Al contrario, durante un’infezione cronica, come quella causata dall’HIV nei macrofagi 
umani, cambiamenti significativi nei livelli di questo antiossidante si riscontrano solo quando 
l’infezione cronica è ben definita [46]. 
Altri studi hanno dimostrato che anche le singole proteine virali possono esercitare degli effetti 
sul contenuto del GSH. Per esempio, la proteina regolatoria Tat dell’HIV, transattivatore 
essenziale per la replicazione del virus secreta dalle cellule infettate, può amplificare l’attività 
del TNF-α e la conseguente replicazione virale, riducendo i livelli del tripeptide ed inibendo 
l’espressione e l’attività della superossido manganese dismutasi [47]. Inoltre, è stato 
dimostrato che la glicoproteina virale di HIV (gp120) e la proteina Tat possono indurre stress 
ossidativo in una linea cellulare endoteliale immortalizzata da capillari di cervello di ratto, RBE4 
(modello in vitro della barriera emato-encefalica) [48]. 
Lo stress ossidativo è stato dimostrato essere implicato anche nell’epatite C (HCV) cronica [49]. 
Nei pazienti affetti da tale patologia, i livelli di GSH sono drasticamente ridotti in frazioni 
epatiche, plasmatiche e nelle cellule mononucleari del sangue periferico [50, 51]. Diverse sono 
le cause che sono state identificate come i fattori che contribuiscono al danno ossidativo. Alcuni 
autori hanno dimostrato che la proteina del core dell’HCV, ha importanti effetti mitocondriali 
provocando un'ossidazione del glutatione, un difetto nel trasporto degli elettroni mediato dal 
complesso 1 e un aumento della produzione dei ROS [52]. È stato inoltre dimostrato che lo 
stress ossidativo indotto da HCV nel fegato può rendere gli epatociti suscettibili al danno del 
DNA, il cui accumulo può portare a trasformazioni maligne [53]. 
Un altro virus che induce uno squilibrio nello stato redox intracellulare verso uno stato pro-
ossidante è quello dell’influenza A. Infatti, una diminuzione dei livelli intracellulari di GSH e uno 
stress ossidativo generale sono stati dimostrati anche durante l’infezione causata dal virus 
influenzale sia in modelli in vitro che in vivo [54, 55]. È stato infatti dimostrato che durante la 
replicazione del virus dell’influenza diminuiscono i livelli del GSH e che quest’ultimo è un 
importante modulatore del ciclo vitale di tale virus [54].  
 
 
1.4 Il GSH e l’invecchiamento 
 
Oltre alle malattie neurodegenerative discusse sopra, la carenza di GSH risulta essere 
associata a numerose patologie correlate all’invecchiamento [56], in quanto con il passare 
dell’età si assiste ad un progressivo e graduale abbassamento dei livelli di GSH e delle difese 
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antiossidanti in generale, nonché ad una diminuzione della capacità di tali sistemi di 
essere indotti da stimoli esogeni [57, 58]. Questo declino è associato ad una maggiore 
incidenza di malattie croniche legate all’età [59]. 
Il processo di invecchiamento coinvolge vari cambiamenti morfologici e biochimici 
rendendo l'organismo più vulnerabile alle malattie e anche se i meccanismi esatti di 
questi eventi non sono ancora del tutto noti, una diminuita attività di GCL, GS [60] e 
della glutatione reduttasi [61] sono considerati dei fattori importanti. È stato proposto 
che con l’invecchiamento si ha un aumento della formazione e rilascio di ROS, un 
aumento dell’ossidazione proteica, una riduzione della funzione mitocondriale ed un 
aumento del danno al DNA [62]. 
Un aumento dei prodotti della perossidazione lipidica in cervello di ratto, dovuto 
all’invecchiamento, ha confermato il coinvolgimento dello stress ossidativo in modelli 
animali [63]. Il declino del GSH è stato associato al peggioramento cronico dell’udito, 
dovuto all’accumulo di radicali liberi ed al peggioramento della vista, che porta a 
numerosi disordini come degenerazione maculare, cataratta e glaucoma [57]. Inoltre, 
lo stress ossidativo prodotto dai radicali liberi è coinvolto nella patogenesi 
dell’osteoporosi post-menopausale, in quanto favorisce l’attività osteoclastica a 
discapito di quella osteoblastica, portando così ad una perdita di massa ossea e al 
deterioramento della micro-architettura delle ossa, che risulta in un declino delle 
competenze biomeccaniche e in un aumento del rischio di fratture [64]. 
 
 
1.5 Le interleuchine e il differenziamento dei linfociti Th 
 
Le interleuchine (IL) sono un insieme di proteine prodotte e secrete da una grande 
varietà di cellule, fondamentalmente appartenenti al sistema immunitario, come 
risposta ad uno stimolo immunologico o come segnale intercellulare dopo lo stimolo di 
una di esse. Presentano una grande varietà di funzioni e sono in grado di modificare il 
comportamento delle cellule, inducendo attività come crescita, differenziamento e 
morte ma soprattutto sono di grande importanza nel modulare la risposta immunitaria, 
sia naturale od innata che acquisita. Esse agiscono fondamentalmente in forma locale, 
sia sulla stessa cellula che le produce (attività autocrina) sia sulle cellule vicine (attività 
paracrina), ma in alcuni casi mediante diffusione attraverso il sangue possono agire su 
cellule bersaglio distanti (attività endocrina) manifestando quindi la loro azione su tutto 
l'organismo [65]. 
Alcune delle interleuchine secrete dai macrofagi sono tra i più importanti stimoli in 
grado di guidare il differenziamento dei linfociti T CD4+ verso i distinti profili. Infatti, i 
linfociti T helper (CD4+) possono differenziarsi in sottopopolazioni che, a loro volta, 
producono un diverso spettro di interleuchine, in grado di svolgere funzioni effettrici 
differenti. 
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Le principali sottopopolazioni di linfociti T helper (Th) sono le cellule Th1 e le cellule 
Th2. Recentemente è stata identificata un’altra sottopopolazione, i Th17 in grado di 
secernere l’IL-17 [66]. 
Il destino funzionale di una cellula T CD4 naive viene determinato nelle fasi iniziali della 
risposta all'antigene, caratterizzate da meccanismi molteplici e non ancora del tutto 
chiariti. Certamente però le interleuchine presenti nel microambiente linfatico in cui 
avviene il primo incontro con l’antigene svolgono un ruolo essenziale.  
Se una cellula T CD4+ incontra l'antigene in presenza di IL-12 e/o IL-27, essa diverrà 
preferenzialmente una cellula effettrice Th1, mentre sarà contestualmente inibita la 
sua differenziazione in cellula Th2. Precisamente l’IL-12 è una citochina pro-
infiammatoria che ha un ruolo fondamentale nel mantenere in vivo l’equilibrio tra le 
risposte Th1 e Th2, in particolare essa stimola la produzione di interferone (IFN)-γ e 
favorisce il differenziamento delle cellule Th0 in Th1 [67]. 
Dal momento che generalmente l’IL-12 e l’IL-27 sono prodotte principalmente dalle 
cellule presentanti l’antigene (APC), quali macrofagi e cellule dendritiche nelle prime 
fasi della risposta a patogeni intracellulari, si può comprendere perché le risposte 
adottate verso tali patogeni siano dominate da meccanismi effettori messi in atto da 
cellule T CD4+ di tipo Th1 secernenti INF-γ ed IL-2. In direzione opposta, uno stimolo 
antigenico che avvenga in assenza delle citochine sopra citate consente alla cellula T 
naive di produrre in maniera autocrina l’IL-4 e di differenziarsi in una cellula Th2, 
secernente a sua volta oltre che l’IL-4, anche l’IL-10, l’IL-5 e l’IL-6. L’IL-4 promuove 
dunque il differenziamento in senso Th2 e si verifica in risposta agli elminti e agli 
allergeni, che provocano una stimolazione cronica dei linfociti T, spesso con scarsa 
attivazione macrofagica. L’IL-4 e l’IL-10 peraltro svolgono un'azione inibitoria sulla 
differenziazione in Th1, consentendo una polarizzazione della risposta in senso Th2. In 
sostanza, ognuna delle due sottopopolazioni si auto-amplifica, e in presenza di un 
eccesso di una classe di citochine, una componente della risposta immunitaria risulta 
inibita, portando ad un sbilanciamento dell’equilibrio Th1/Th2  [67-71]. 
La capacità delle due popolazioni linfocitarie, Th1 e Th2, di esprimere un diverso profilo 
citochinico implica l'espressione di funzioni diverse. 
Le cellule Th1 sono in grado di attivare in modo massimale i monociti/macrofagi 
coinvolgendoli nei cosiddetti "fenomeni di ipersensibilità ritardata", inoltre tali cellule 
inducono i macrofagi ad un’attività pro-coagulante ed ad una produzione di fattore 
tissutale in grado di iniziare nel microambiente capillare la cascata coagulativa. Quindi, 
la principale funzione effettrice svolta dalle cellule Th1 è la difesa mediata da fagociti, 
in particolare nei confronti di infezioni da microrganismi intracellulari. L’IFN -γ prodotto 
dalle cellule Th1 stimola l’attività antimicrobica dei fagociti, favorendo così 
l’eliminazione intracellulare dei patogeni; parallelamente, esso stimola anche la 
produzione di anticorpi (delle classi IgG2a e IgG2b), capaci di opsonizzare i batteri e di 
attivare il complemento, due meccanismi che a loro volta contribuiscono a promuovere 
la fagocitosi. In aggiunta, l’IL-12 funge da fattore di crescita autocrina, ed insieme 
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all’IFN-γ stimola il differenziamento e la proliferazione dei linfociti T citotossici (CD8 +) 
capaci di sopprimere cellule infettate da batteri e virus e da patogeni intracellulari, 
eradicando così l’infezione [67, 68, 72]. 
La principale funzione effettrice svolta dalle cellule Th2 è invece un’attività di supporto 
alla sintesi dell’immunoglobuline (Ig), inducendo soprattutto risposte di classe IgE. I Th2 
sono inoltre in grado di interagire con mastociti e granulociti eosinofili, ne guidano la 
maturazione, la differenziazione e l'attivazione, supportandone peraltro una prolungata 
sopravvivenza. Tali reazioni sono indotte dall’ IL-4, l’IL-5 e l’IL-13. Le cellule Th2 sono 
deputate alla difesa nei confronti delle infezioni da elminti e da artropodi, e sono inoltre 
responsabili dello sviluppo di reazioni allergiche. Gli isotipi anticorpali (IgG1 and IgG3) 
prodotti per azione delle interleuchine Th2 non favoriscono la fagocitosi né attivano 
efficacemente il complemento; inoltre, molte interleuchine secrete dalle cellule Th2 in 
particolare l’IL-4, l’IL-13 e l’IL-10, assieme all’azione di altri tipi cellulari, antagonizzano 
la funzione dell’IFN-γ, inibendo così l’attivazione macrofagica. Per di più, una 
polarizzazione in senso Th2 può verificarsi nelle fasi più tardive della risposta immune 
e le interleuchine prodotte dalle cellule Th2 hanno in questo caso l’effetto di limitare 
l’eventuale danno tissutale causato dalla risposta cellulo-mediata [67, 68, 72]. 
 
 
1.6 Il ruolo del GSH sullo sviluppo di una risposta Th1 o Th2 
 
Molti fattori influenzano lo sviluppo di una risposta Th1 o Th2 con relativa secrezione 
di citochine ad esse associate, ma il legame tra la presenza del GSH ed il sistema 
immunitario è stato appurato in vari studi [73-76].  
Il ruolo delle citochine e l’insorgenza di una delle due risposte è risultato importante in 
varie patologie come infezioni virali, disturbi allergici e AIDS; tutte queste patologie 
sono caratterizzate dalla deplezione del GSH nelle APC e dal fallimento della risposta 
Th1. Studi in vitro ed in vivo dimostrano che una deplezione di GSH in queste cellule è 
correlata con un’incapacità di tali cellule di ridurre i legami disolfuro dell’antigene e con 
una diminuita attività delle proteasi causando una difettosa elaborazione dell’antigene 
stesso ed una ridotta produzione di citochine associate di tipo Th1 [73-79] (Figura 3). 
Nei macrofagi murini la deplezione di GSH è causa di una riduzione di secrezione dell’IL-
12 con conseguente passaggio da un tipico profilo di citochine Th1 a modelli di risposta 
Th2 [80]. Anche nei macrofagi alveolari umani i livelli di GSH svolgono un ruolo 
fondamentale nel determinare lo sviluppo di una risposta o dell’altra [81]. In cellule 
dendritiche, le molecole in grado di incrementare o diminuire il contenuto intracellulare 
di GSH sono in grado rispettivamente di aumentare o di ridurre la produzione di IL-27 
[82]. Pertanto l’espressione sia dell’IL-12 che dell’IL-27 sembra essere influenzata dallo 
stato redox dell’APC.  
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È stato dimostrato inoltre che il GSH agisce sulle cellule T aumentando la sintesi e il turnover 
dei recettori dell’IL-2, così come la produzione e la proliferazione della stessa interleuchina 
[83]. Inoltre, numerosi studi aventi lo scopo di modulare la produzione di interleuchine, 
hanno dimostrato che la reintegrazione di GSH ripristina sia le risposte delle cellule T inibite 
che la secrezione dell’IL-2 da parte delle stesse cellule T [84]. Il GSH può anche down-
regolare l’espressione del recettore CD30, che è espresso sulle cellule linfoidi attivate, in 
particolare sulle cellule T e B del sangue periferico [85]. Questo aspetto è particolarmente 
interessante perché una maggiore espressione di tale recettore sembra avere un ruolo in 
malattie caratterizzate da un aumento dei livelli di linfociti di tipo Th2, come l’AIDS [86], la 
dermatite atopica [87], la sclerosi sistemica [88] e il lupus eritematoso sistemico [89]. 
 
 
1.7 Le molecole pro-GSH 
 
Il coinvolgimento del GSH in molteplici condizioni patologiche caratterizzate anche da uno 
squilibrio della risposta immunitaria ha stimolato numerosi ricercatori a cercare nuovi 
potenziali approcci per mantenere o ripristinare i livelli di GSH. Questo tripeptide potrebbe 
essere utilizzato innanzitutto per ripristinare il corretto stato redox in tutte quelle 
disfunzioni contraddistinte da una sua carenza. Il conseguente ripristino o aumento dei suoi 
livelli intracellulari potrebbe essere utile al fine di ristabilire un’equilibrata risposta Th1/Th2 
Figura 3. Ruolo del GSH nelle APC sullo sviluppo della risposta 
immunitaria Th1 o Th2. 
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in quelle condizioni in cui la predominanza della Th2 costituisce un importante aspetto della 
patologia.  
L'utilizzo del GSH come agente terapeutico è limitato però dalle sue proprietà biochimiche e 
farmacocinetiche sfavorevoli. Infatti, per poter avere livelli terapeutici è necessaria la 
somministrazione di alte dosi dell’antiossidante a causa della sua breve emivita plasmatica. 
Inoltre, il GSH come tale non può attraversare la membrana cellulare, ha bisogno prima di 
essere scisso nei tre aminoacidi che lo compongono e successivamente risintetizzato nella 
cellula dall’azione della GCL e GS [7]. Per superare i problemi legati all’uso del GSH come agente 
terapeutico, molti ricercatori hanno proposto di utilizzare nuove molecole, in grado di 
esercitare effetti comparabili o addirittura superiori a quelli del tripeptide. 
Tali molecole possono essere costituite dal GSH recante un gruppo idrofobico che facilita il 
passaggio attraverso la membrana cellulare (derivati mono e dietil esteri del GSH e GSH legato 
a catene alifatiche di diversa lunghezza) o da molecole in grado di fornire gruppi tiolici 
utilizzabili per la sintesi del GSH (Cys e N-acetil-cisteina, di-tioli come l’acido lipoico, “pro-tioli” 
come L-2-oxotiazolidine acido-4-carbossilico). 
L'integrazione diretta del tripeptide a partire dai suoi derivati esteri è una strategia utile perché 
può eludere la richiesta di ATP e bypassare lo step della GS nella sintesi de novo di GSH. I derivati 
monoetil esteri e isopropil esteri, in cui il gruppo carbossilico del residuo di glicina è esterificato, 
sono più lipofilici del GSH e quindi possono attraversare più facilmente la membrana 
aumentando rapidamente i livelli intracellulari di GSH. Questi pro-farmaci risultano più efficaci 
nell’aumentare l’antiossidante intracellulare in linfociti, fibroblasti e cellule endoteliali umane 
e in epatociti di ratto in vitro [90-92]. Il derivato mono estere ha dimostrato invece esser capace 
di aumentare significativamente il contenuto di GSH in cellule neuronali, in seguito alla sua 
iniezione a livello celebrale, al contrario del semplice GSH che risulta inefficace [93]. Inoltre, 
ulteriori studi in vivo condotti in topi, hanno dimostrato che tale molecola svolge un ruolo 
importante nella difesa cellulare contro i danni provocati dai lipidi perossidati, in quanto 
aumenta la capacità antiossidante epatica, incrementa la funzione mitocondriale [94] e 
protegge dal danno da riperfusione, migliorando la funzione cellulare e disintossicando i vasi 
sanguigni dai ROS che vengono generati [95]. 
Per quanto concerne il derivato estere isopropilico del GSH, è stato dimostrato rendere le 
cellule più resistenti al tert-butil idroperossido, responsabile dello stress ossidativo che accelera 
la perossidazione lipidica delle cellule della mucosa gastrica in coltura [96]. Inoltre, protegge 
contro i danni da ischemia, ipossia e iperglicemia nel cervello di ratto [97, 98]. 
Un altro approccio per ricostituire le riserve di GSH intracellulare consiste nell’utilizzo di pro-
farmaci S-acile del GSH, che sono in grado di attraversare la membrana cellulare e possono essere 
riconosciuti come substrato dalla GGT. In particolare, il derivato S-acetil del GSH risulta essere 
molto più stabile nel plasma rispetto allo stesso GSH, è in grado di entrare direttamente nelle 
cellule dove viene convertito in GSH dalle abbondanti tioesterasi citoplasmatiche ed è stato 
dimostrato essere molto efficace nel ripristinare il GSH nelle cellule infettate da HSV-1 [39]. 
Un altro pro-farmaco, studiato come agente protettivo contro l’epatotossicità indotta dagli 
xenobiotici, è il disolfuro misto L-cisteina-glutatione. In questa molecola i gruppi tiolici reattivi 
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del GSH e della Cys sono mascherati da un legame disolfuro e sebbene il meccanismo non è 
ancora del tutto chiarito, le sue funzioni protettive sono notevoli in quanto, non solo rilascia 
GSH, ma anche la Cys, l’amminoacido chiave per la biosintesi de novo di altre molecole del 
tripeptide [99]. 
In condizioni fisiologiche, la disponibilità cellulare di Cys è considerata un fattore limitante nella 
sintesi del GSH. Tuttavia, non può essere somministrata come tale perché risulta tossica ad alte 
concentrazioni e si ossida facilmente formando cistina, un composto meno solubile, rendendo 
più difficoltosa la preparazione di una formulazione stabile [7]. 
L’N-acetilcisteina (NAC) è il più semplice pro-farmaco a base di Cys descritto come 
un’eccellente fonte di gruppi sulfidrilici capace di incrementare il GSH intracellulare. Viene 
utilizzata come agente chemioprotettivo in pazienti con cancro ai polmoni o alla laringe, ed è 
abitualmente usata per superare lo stress ossidativo, altrimenti letale, causato da overdose di 
paracetamolo [84]. Inoltre, esercita significativi effetti antivirali. Diversi studi hanno infatti 
dimostrato che la NAC inibisce l’espressione di HIV in cellule monocitiche infettate 
cronicamente [100], inibisce l’apoptosi indotta dall’infezione di HSV [101] e diminuisce 
significativamente la mortalità di topi in un modello murino di influenza [102]. Inoltre è stata 
segnalata per avere effetti benefici nel trattamento di malattie associate alla carenza di GSH, 
tra cui varie patologie neurodegenerative legate all'età, fibrosi cistica e diabete [103]. Il suo 
utilizzo, però, è stato limitato da diversi inconvenienti, tra cui la bassa penetrazione attraverso 
la membrana cellulare e la bassa biodisponibilità sistemica [104]. Per di più, è stato dimostrato 
che la NAC può rivelarsi una molecola dall’azione controversa, in quanto il suo effetto varia a 
seconda della concentrazione che se ne usa e dello stato redox preesistente nelle cellule. In 
colture cellulari ci sono evidenze che dimostrano come questa molecola a basse concentrazioni 
agisca come antiossidante mentre a concentrazioni più elevate, si rivela essere un pro-
ossidante [105]. Ulteriori studi in vivo sembrano avvalorare tali considerazioni. Infatti, basse 
dosi di NAC sembrerebbero proteggere i topi dall’effetto delle endotossine, dovuto allo stress 
ossidativo, mentre dosi più elevate hanno aumentato la loro mortalità [106]. Inoltre, è stato 
dimostrato che la somministrazione di NAC ad alte dosi agisce come pro-ossidante anche nel 
caso di soggetti umani sani, diminuendo i livelli di GSH ed aumentando quelli di GSSG [107]. 
Wang et al. hanno poi dimostrato come sia determinante anche lo stato redox preesistente. In 
topi, nel caso di danno epatico, causato da abuso di etanolo, se la NAC veniva utilizzata come 
pre-trattamento sortiva l’effetto sperato; al contrario, se utilizzata come post-trattamento si 
comportava come un pro-ossidante aggravando il danno epatico [108]. In aggiunta è noto il 
duplice effetto di NAC su NF-κB. Da un lato la molecola può inibire l’attivazione e la 
traslocazione nucleare di NF-κB, dall’altra parte essa è un effettivo precursore della Cys, che in 
maniera indiretta sembra essere un inibitore del fattore di trascrizione [109]. Diversi studi in 
vitro hanno alimentato questo dibattito [110-112] e tali discrepanze confermerebbero la 
versatilità di NAC che si comporta in modo diverso a seconda dello stato redox pre-esistente e 
della concentrazione e può, inoltre, indurre diversi set di geni a seconda dello stato redox della 
cellula. 
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1.8 I-152 e GSH-C4 
 
Da diversi anni nel Dipartimento di Scienze Biomolecolari, nel quale ho svolto il mio lavoro 
di dottorato, vengono studiate le capacità antivirali e immunomodulatorie di due molecole 
in grado di alterare lo stato redox intracellulare. Le molecole in questione sono il derivato 
butanoile del GSH, il GSH-C4 (Figura 4a), ed un pro-farmaco di N-acetil-cisteina (NAC) e 
betamercaptoetilammina (MEA), denominata I-152 (Figura 4b).  
Queste molecole hanno già dimostrato di poter essere utilizzate come farmaci antivirali e 
al fine di modulare la risposta a diversi antigeni [113-117]. Inoltre si sono indagati i 
meccanismi molecolari con cui il GSH-C4 e I-152 possono influenzare la produzione di 
citochine Th1 [118]. In particolar modo si è studiata l’espressione dell’IL-12p40 e dell’IL-
27p28 indotta dall’LPS più l’IFN-γ in macrofagi peritoneali murini pre-trattati con le 
molecole. 
I risultati ottenuti mostrano che le due molecole esercitano effetti diversi sulla produzione 
delle citochine citate sopra, diversità che probabilmente può essere collegata al loro 
differente metabolismo cellulare. Sebbene entrambe le molecole aumentino il contenuto 
tiolico rispetto al livello basale, l’effetto che esse mostrano sulla produzione delle citochine 
Th1 è ben diverso. Il GSH-C4 sembra aumentare la produzione di IL-12p40 mentre I-152 
causa un aumento di IL-27p28. Tali effetti sono accompagnati da evidenti differenze sulle 
vie di segnalazione controllate da NF-κB e STAT-1/IRF-1, aventi un ruolo nella produzione 
di IL-12 e IL-27 rispettivamente. Il GSH-C4 potrebbe favorire il legame di NF-kB con i geni 
che regolano l’espressione di IL-12p40, favorendo così l’accumulo dell’IL-12p40 nel mezzo 
di coltura delle cellule trattate con tale molecola. L’I-152 inibisce la degradazione di IκB-α 
riducendo la conseguente traslocazione nucleare di NF-κB e la produzione di IL-12, mentre 
mantiene attivo il “signalling” STAT-1/IRF-1 per periodi più lunghi rispetto ai controlli 
causando alti livelli di IL-27p28 [118]. 
I risultati avuti finora stabiliscono quindi che le due molecole modulano in modo diverso i 
pathways di “signalling” andando a modificare in modo differenziale lo stato redox 
intracellulare.  
 
  
Figura 4. Struttura del derivato butanoile del GSH, il GSH-C4 (a) e dell’I-152 (b), un pro farmaco di NAC e 
cisteammina. 
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2. SCOPO DELLA TESI 
 
 
In questo progetto il GSH-C4 e l’I-152 sono state utilizzate per aumentare il contenuto 
tiolico intracellulare e quindi favorire la risposta Th1 in topi infettati con LP-BM5. LP-BM5 
è un complesso retrovirale murino responsabile di una immunodeficienza che presenta per 
alcuni aspetti delle analogie con lo squilibrio immunologico dell'AIDS nell'uomo [119]. In 
tale modello animale è stato già dimostrato che il GSH o molecole pro-GSH sono in grado 
di ridurre i tipici segni della malattia [117, 120, 121]. Ma, siccome in animali infettati con 
LP-BM5 la secrezione di citochine Th2 è aumentata mentre è ridotta quella di citochine Th1 
[122], il primo obiettivo è stato quello di valutare l’eventuale correlazione tra deplezione 
di GSH e prevalenza della risposta di tipo Th2. Il secondo obiettivo è stato invece, quello di 
valutare la capacità del GSH-C4 e dell’I-152 di ripristinale il contenuto di GSH favorendo così 
una efficiente risposta immunitaria di tipo Th1. Quindi, preliminarmente, si è deciso di 
studiare la risposta immunitaria in topi infettati con LP-BM5, al fine di verificare l’effettivo 
“shift” Th2 confermando così i dati in letteratura, e l’eventuale deplezione di tioli in organi 
quali milza, linfonodi, pancreas e cervello. Tale sperimentazione ci ha inoltre permesso di 
mettere a punto e validare secondo le linee guida di validazione internazionale [123, 124], 
un nuovo metodo HPLC per l’analisi delle differenti specie tioliche negli organi. 
Contemporaneamente è stata studiata in vitro la capacità delle due molecole di ripristinare, 
in seguito a deplezione di GSH, il corretto stato redox intracellulare ed in vivo la capacità di 
aumentare il contenuto tiolico in organi murini. 
Successivamente, dopo aver dimostrato che l’infezione da LP-BM5 è caratterizzata da una 
effettiva prevalenza della risposta Th2 e da deplezione di GSH, si sono valutati gli effetti di 
GSH-C4 e I-152 sulla risposta immunitaria all’infezione retro virale.  
Il secondo modello animale studiato era costituito da topi anziani infettati con il virus 
dell’influenza. Nella popolazione anziana sono stati descritti cambiamenti in tutte le 
componenti del sistema immunitario, noti come immunosenescenza, che portano ad 
un'aumentata incidenza di infezioni, cancro e malattie autoimmuni [125]. Una 
caratteristica dell'immunosenescenza è uno squilibrio nella risposta Th1/Th2 e lo “shift” da 
una risposta Th1 a una Th2 può contribuire alla ridotta risposta cellulo-mediata [126]. Lo 
spostamento verso la risposta Th2 e la scarsa induzione delle cellule Th1 nel sistema 
immunitario dell'anziano potrebbero compromettere la protezione contro molti agenti 
patogeni, avendo come conseguenza un’alta incidenza di infezioni [127]. 
Sono stati descritti diversi fattori coinvolti nelle alterazioni dell'immunità cellulo-mediata 
associate all'età [128-130], tuttavia partendo da tutte le evidenze riportate, si può 
suggerire che la deplezione di GSH nelle APC potrebbe avere un ruolo importante nel 
determinare lo spostamento della risposta immunitaria verso la Th2 anche nell’anziano. 
Come già riportato, anche il virus dell'influenza induce uno stress ossidativo, caratterizzato 
da deplezione di GSH e aumento delle specie reattive dell'ossigeno, che è utile per i 
passaggi specifici del ciclo vitale del virus [54, 131]. Il trattamento con antiossidanti è in 
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grado di controllare l'infezione, e per questo è ragionevole ipotizzare che molecole pro-
GSH possano interferire con la replicazione virale e aumentare il contenuto di GSH nelle 
cellule immunitarie, contribuendo così a potenziare l'immunità Th1. È già stato dimostrato 
che il trattamento con il GSH-C4 inibisce la replicazione del virus influenzale ostacolando la 
maturazione e il folding della glicoproteina virale emoagglutinina (HA), un processo 
mediato dall’attività redox sensibile della proteina disolfuro isomerasi (PDI) che si trova nel 
reticolo endoplasmatico[132]. In questo progetto siamo quindi andati a studiare la capacità 
di questa molecola di modulare la risposta immunitaria in topi vecchi infettati con il virus 
dell’influenza A/PR8/H1N1. 
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3. MATERIALI E METODI 
 
 
3.1 Reagenti 
 
Il GSH-C4 è stato acquistato presso Pepnome, (Shanghai, Cina).  
L’I-152 è stata sintetizzata presso l’Istituto di Biomolecole Max Mousseron, Université 
Montpellier, Francia, con il quale il Dipartimento di Scienze biomolecolari ha rapporti di 
collaborazione da diversi anni. 
La Cys, il GSH, il DTNB e il DEM (Dietilmaleato) sono stati acquistati da Sigma Aldrich 
(Milano, Italia), mentre l’acetonitrile è stato acquistato da Carlo Erba Reagenti (Milano, 
Italia). 
 
 
3.2 Animali 
 
Topi femmina C57BL/6 di quattro settimane sono stati acquistati presso Charles River 
(Lecco, Italia). Topi femmina di sei settimane BALB/c e topi femmina di quattro settimane 
ICR(CD-1) sono stati acquistati presso Harlan Nossan (Milano, Italia). Gli animali sono stati 
stabulati in uno stabulario avente le seguenti caratteristiche; temperatura: 22±1 °C, ciclo 
luce/buio: 12h, umidità: 60±5%, ricambi d'aria: 12/h. Tutti gli animali sono stati acclimatati 
per una settimana prima dell'uso, tranne per i topi BALB/c che sono stati stabulati per 14 
mesi. La stabulazione e il trattamento dei topi erano conformi con la Guida per la Cura e 
l'Uso di animali da laboratorio del Ministero della Sanità DL 116, 1992 e approvati dal 
Comitato Etico per la sperimentazione animale (CESA) dell’Università degli Studi di Urbino 
Carlo Bo e dell’Università Sapienza di Roma. 
 
 
3.3 Cromatografia liquida ad alta prestazione (HPLC) per la determinazione dei tioli 
 
La determinazione dei tioli in cellule RAW 264.7, plasma, milza, linfonodi, pancreas, cervello 
e polmoni è stata effettuata tramite un HPLC Jasco modello LG-980-02 [JASCO EUROPE SRL, 
Cremella (LC), Italia]. La colonna utilizzata era una Teknokroma tracer excel 120 ODSA 5 μm 
15×0.46 (Teknokroma Analitica SA, Barcellona, Spagna) con una pre-colonna Teknokroma 
Tracer Excel ODS 10×3,2 millimetri (Teknokroma Analitica SA, Barcelona, Spagna). La fase 
mobile era costituita da KH2PO4 10mM pH 6.0 (tampone A) e dal tampone A più acetonitrile 
al 60% (v/v) (tampone B). Tutte le soluzioni tampone, dopo la preparazione e la regolazione 
del pH, così come gli standard, sono stati filtrati attraverso un filtro Millipore di 0,22 micron. 
Le condizioni di eluizione erano: 10 minuti al 100% del tampone A, nei 15 minuti successivi 
il gradiente veniva modificato fino ad arrivare al 100% del tampone B, condizione questa 
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mantenuta per 5 minuti. Il gradiente veniva poi riportato al 100% del tampone A in 3 minuti. 
Il flusso era di 1 mL/minuto e la rivelazione veniva effettuata a 330 nm. Le analisi sono state 
eseguite a 25°C e le misurazioni quantitative sono state ottenute tramite iniezione di 
standard a concentrazione nota. La quantità iniettata in HPLC era di 50μL. 
 
 
3.4 Preparazione degli organi per l’analisi dei tioli tramite HPLC 
 
In seguito all’asportazione degli organi, 10-20 mg di ciascun organo sono stati velocemente 
immersi in 500 μL di soluzione precipitante (100 mL di H2O contenenti 0.18 g di EDTA, 30 g 
di NaCl e 1.67 g di acido metafosforico) ed omogenati. I campioni sono stati 
successivamente sonicati per 10 secondi a 40-50 Watt (B. Braun Labsonic U, B. Braun 
Biotech International), mantenuti in ghiaccio per 10 minuti e centrifugati a 15000 g a 4°C 
per 10 minuti. 
Prima dell’analisi in HPLC a 60 µL di campione sono stati aggiunti 15 µL di Na2HPO4 0.3 M e 
subito dopo 45 µL di DTNB preparato sciogliendo 20 mg di DTNB in 100 mL di soluzione 
sodio citrato (1% p/v). Tale miscela è stata agitata per 1 minuto a temperatura ambiente 
(TA), e lasciata per altri 5 minuti al buio a TA, infine è stata utilizzata per l’analisi dei tioli. 
 
 
3.5 Validazione del metodo HPLC per la determinazione dei tioli negli organi di 
topo 
 
Il metodo è stato validato su organi di topi ICR (CD-1) secondo le linee guide internazionali 
(US-FDA Bioanalytical Method Validation Guidance [123] e European Medicines Agency 
Guideline on Bioanalytical Method Validation [124]) valutando i parametri quali selettività, 
linearità, limite minimo di quantificazione (LLOQ), precisione, accuratezza, recovery e 
stabilità.  
La selettività è stata valutata confrontando i cromatogrammi di standard di GSH e Cys con 
i cromatogrammi degli organi di topo. 
Le curve di calibrazione sia per il GSH che per la Cys sono state ottenute analizzando 
diluizioni seriali di una soluzione madre. Le analisi sono state effettuate sia su standard 
diluiti in acqua che su standard diluiti nella soluzione utilizzata per precipitare le proteine 
degli organi. Le concentrazioni esatte delle soluzioni standard di GSH e Cys sono state 
ottenute attraverso letture spettrofotometriche a 412 nm seguendo la procedura descritta 
da Beutler [133]. La curva di calibrazione è stata disegnata ponendo l’area del picco 
sull’asse y e la concentrazione dello standard sull’asse delle x. Il punto più basso della curva 
con una precisione e un’accuratezza entro il 20% è stato definito come LLOQ. 
La precisione e l'accuratezza del metodo sono state valutate analizzando campioni di 
ciascun organo a cui sono state aggiunte note concentrazioni di GSH (5, 20 e 60 µM) e di 
Cys (2.5, 20 e 40 µM) prima di sottoporlo all’intera procedura del metodo. Ogni campione 
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è stato analizzato almeno 5 volte. La precisione è stata valutata sia effettuando di ogni 
campione 5 replicati in un giorno (analisi intra-day) che analizzando lo stesso campione in 
5 giorni diversi su due settimane (analisi inter-day). La precisione è stata definita come la 
deviazione standard relativa (RSD%), mentre l’accuratezza è stata definita come errore 
relativo (RE%), entrambi i parametri secondo le linee guida di validazione internazionali non 
devono eccedere il 15%. 
Il recovery è stato calcolato aggiungendo concentrazioni note di GSH (5, 20 e 60 µM) e Cys 
(2.5, 20 e 40 µM) all'organo prima di sottoporlo alle fasi di elaborazione del metodo, e la 
concentrazione finale di ciascun campione rappresentava la media di cinque misurazioni. I 
risultati del recovery sono espressi come percentuale del valore teorico previsto. 
La stabilità dei campioni è stata determinata analizzando organi che sono stati asportati, 
processati e lasciati 4 ore a temperatura ambiente, 8 ore a 4° C o sottoposti a congelamento 
e scongelamento per 3 volte. Inoltre, la stabilità è stata valutata su organi escissi e congelati 
nella soluzione precipitante a -80 °C per 3 mesi.  
 
 
3.6 Colture cellulari di cellule RAW 264.7 e preparazione dei campioni per la 
determinazione dei tioli 
 
 
Colture cellulari di cellule RAW 264.7 sono state risospese in terreno DMEM, completato 
con il 10% (v/v) di siero bovino fetale (FBS) inattivato alla temperatura di 56 °C per 30 
minuti, 100 U/mL di penicillina, 100 µg/mL di streptomicina e 2 mM di L-glutammina. 
Successivamente, sono state disposte su piastre per colture cellulari (7x105 cellule per 
piastra) e incubate (37 °C al 5% di CO2) per una notte. La mattina seguente le cellule sono 
state lavate tramite due lavaggi con soluzione salina [NaCl 0.9%, K2HPO4 1 M, pH 7.4, (PBS)] 
e poi incubate con il DEM 6 mM per 15 minuti. In seguito a due ulteriori lavaggi con PBS, 
sono state incubate con GSH-C4 o I-152 a diverse concentrazioni per 2 h e infine lavate altre 
due volte con PBS. Ad ogni piastra sono stati aggiunti 100 µL di soluzione lisante (Triton-X 
0.1%, PBS 0.1 M, EDTA 5 mM, pH 7.5), 15 µL di HCl 0.1 N e 140 µL di soluzione precipitante 
(100 mL di questa soluzione acquosa contiene: 1.67 g di acido metafosforico, 0.18 g di 
disodio EDTA e 30 g di NaCl). Le cellule sono state rimosse dalle piastre mediante uno 
scraper di gomma, il lisato cellulare recuperato è stato mantenuto in ghiaccio 10 minuti, 
poi centrifugato alla temperatura di 4 °C, per 10 minuti a 12000 xg. I sovranatanti sono stati 
mantenuti a -20 °C fino alla determinazione dei tioli in HPLC, mentre ai pellets sono stati 
aggiunti 100 µL di NaOH 0.1 N per effettuare il dosaggio delle proteine allo 
spettrofotometro. 
Per la determinazione dei tioli sono stati prelevati 60 µL di campione a cui sono aggiunti 15 
µL di Na2HPO4 10 mM e 7.5 µL di DTNB e analizzati in HPLC seguendo il metodo 
precedentemente descritto. 
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3.7 Dosaggio delle proteine allo spettrofotometro 
 
In una cuvetta da 1 mL sono stati messi 200 µL di colorante Bradford, 10 o 20 µL di 
campione e rispettivamente 790 o 780 µL di H2O. Successivamente è stata effettuata la 
lettura ad una lunghezza d’onda di 595 nm per determinare il quantitativo proteico totale 
del campione secondo la procedura descritta nel Beutler [133]. Si è proceduto poi al calcolo 
delle concentrazioni tenendo conto delle varie diluizioni effettuate. 
 
 
3.8 Infezione da LP-BM5, trattamento e sacrificio degli animali  
 
Lo stock di virus usato per indurre il MAIDS è stato preparato da co-coltura di cellule G6 
con cellule SC-1 come precedentemente descritto [134]. Le linee cellulari sono state 
gentilmente forniteci dalla Dr. Kathy Green del Dipartimento di Microbiologia e 
Immunologia, Geisel School of Medicine (Dartmouth). Per lo studio della risposta 
immunitaria topi femmina C57BL/6 sono stati infettati con due iniezioni intraperitoneali, a 
distanza di 24 ore l’una dall'altra, di 0.1 mL ciascuna dello stock virale LP-BM5 contenente 
0.25 U di trascrittasi inversa. Dopo 2, 5 e 9 settimane dall’infezione, 5 topi infettati e 5 topi 
non infettati di controllo sono stati sacrificati. 
Per lo studio della capacità del GSH-C4 e I-152 di modulare la risposta immunitaria topi 
femmina C57BL/6 sono stati infettati con due iniezioni intraperitoneali, a distanza di 24 ore 
l’una dall'altra, di 0.150 ml ciascuna dello stock virale LP-BM5 contenente 0.5 U di 
trascrittasi inversa, e in seguito trattati con 32.5 µmoli/topo di I-152 o GSH-C4 in un volume 
finale di 200 µL di NaCl 0.9% (p/v) o con 200 µL di NaCl 0.9% (p/v) (placebo) per 3 volte a 
settimane. Dopo 2, 5 e 9 settimane dall’infezione, 8 topi di ogni gruppo sono stati sacrificati. 
In seguito al sacrificio ad ogni tempo ciascun topo è stato utilizzato per il prelievo del 
sangue e per l’espianto di milza, linfonodi, pancreas e cervello. Il sangue è stato 
centrifugato a 1050 g per 5 minuti, per separare il plasma che, suddiviso in aliquote, è stato 
congelato ad una temperatura di -80 °C fino al momento dell’analisi delle 
immunoglobuline. 
 
 
3.9 Dosaggio delle immunoglobuline G (IgG) ed immunoglobuline E (IgE) in plasma 
di topi C57BL/6 
 
I livelli di IgG nel plasma sono stati determinati tramite un saggio immunoenzimatico ELISA 
(Enzyme Linked Immunosorbent Assay) come precedentemente descritto [135]. 
I livelli di IgE nel plasma sono stati determinati mediante un kit ELISA fornito da Bethyl 
Laboratories, Inc. (Montgomery, Texas), seguendo le istruzione indicate nella brochure in 
dotazione. La curva standard per le IgE è stata ottenuta utilizzando la proteina 
ricombinante fornito dal produttore. 
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Ad ogni tempo analizzato (2, 5 e 9 settimane dall’infezione) sono stati testati i plasma di 5 
topi infettati e 5 topi di controllo. 
 
 
3.10 Determinazione di citochine Th1/Th2 in surnatanti di splenociti ottenuti da 
milze di topi 
 
Gli splenociti sono stati isolati da milze provenienti da topi infettati con LP-BM5 e da topi 
non infettati seguendo una procedura precedentemente descritta [136]. 
Gli splenociti sono stati mantenuti in coltura in RPMI 1640, contenente il 10% (v/v) di FBS 
inattivato al calore (56 °C per 30 minuti), 100 U/mL penicilina, 100 μg/mL streptomicina e 
2mM L-glutammina, per 72 h. A questo tempo i surnatanti sono stati raccolti e conservati 
a -80°C fino al momento dell’analisi. 
Il dosaggio delle citochine presenti nei campioni è stato eseguito mediante la tecnica del 
Multiplex ImmunoAssay (Bio-Plex) Bio-Rad. La lettura della piastra è stata eseguita 
mediante il lettore Bio-Plex 200 Array Reader, basato sulla tecnologia X-Map Luminex, che 
permette di misurare la concentrazione degli analiti su volumi ridotti di campione (25 μL). 
Per eseguire l’esperimento sono stati utilizzati i kit commerciali con pannello 8-plex (Pro 
Mouse Cytokine Th1/Th2, group I – Bio-RadTM) che consentono il dosaggio simultaneo di 
8 citochine (IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12, GM-CSF, IFN-γ, TNF-α) in ogni singolo pozzetto di 
una piastra ELISA da 96 pozzetti. Ogni esperimento è stato eseguito in duplicato utilizzando 
il protocollo suggerito dal produttore. In particolare i campioni sono stati scongelati e 
centrifugati a 3500 g per 10 minuti al fine di ottenere il surnatante sul quale eseguire le 
analisi. La curva standard di riferimento è stata ottenuta seguendo le istruzioni del 
produttore. 
 
 
3.11 Purificazione di RNA, sintesi del DNA e real-time PCR 
 
L'espressione delle citochine (IFN-γ, IL-10, IL-2, IL-27, IL-4, IL- e, IL-12b) è stata valutata nella 
milza di 3 topi di controllo e 3 topi infettati con LP-BM5 a 2, 5 e 9 settimane dall’infezione 
utilizzando un RT2 profiler PCR array (SABiosciences).  
L'RNA totale è stato estratto da 8-10 mg di tessuto di milza, conservato nella soluzione RNA 
later (Qiagen), utilizzando l’RNeasy mini kit (Qiagen). L'RNA è stato quantificato utilizzando 
uno spettrofotometro UV-2401PC (Shimadzu). Il cDNA è stato sintetizzato da 0,8 µg di RNA 
totale utilizzando il kit RT2 first strand cDNA synthesis (Qiagen) seguendo le istruzioni del 
produttore. Le reazioni di real-time PCR (20 µl di volume totale) sono state effettuate 
utilizzando RT2 Profiler PCR array con RT2 SYBR Green ROX FAST Mastermix (Qiagen) e un 
Rotor-Gene 6000 (Corbett Life Science). Il protocollo della PCR era costituito da un ciclo di 
10 minuti a 95 °C, seguito da 40 cicli di denaturazione a 95 °C per 15 secondi, annealing ed 
estensione a 60 °C per 1 minuto. Il cDNA di topi non infettati è stato utilizzato come 
 26 
calibratore. L'analisi dei dati si è basata sul metodo ΔΔCt con la normalizzazione dei dati 
grezzi sui geni housekeeping ed è stata effettuata utilizzando il software di analisi dati RT2 
Profiler PCR Array (SABiosciences). 
L’mRNA dell’IL-12 p40 nei macrofagi peritoneali è stato quantificato come 
precedentemente descritto [118]. 
 
 
3.12 Isolamento e coltura di macrofagi peritonali murini 
 
Le cellule di essudato peritoneale di topi C57BL/6 sono state ottenute mediante lavaggio 
peritoneale con 10 mL di soluzione salina bilanciata di Hank fredda, a cui sono stati aggiunti 
10U/mL di eparina. Le cellule sono state messe in centrifuga per 10 minuti a 4 °C a 300xg, 
il surnatante è stato recuperato e gettato e le cellule sono state lavate due volte e risospese 
in terreno DMEM, completato con il 10% (v/v) di FBS inattivato al calore (56 °C per 30 
minuti), 100 U/mL penicilina, 100 μg/mL streptomicina e 2mM L-glutammina. Si è quindi 
proceduto alla piastratura delle cellule (2×106/piastra) su dischi di plastica (35mm, Sarstedt, 
Italia). Le piastre sono state incubate al 5% di CO2 a 37 °C per una notte per permettere 
l’adesione dei macrofagi. La mattina seguente le cellule non adese sono state eliminate 
tramite due lavaggi con soluzione salina [NaCl 0.9%, K2HPO4 1M, pH 7.4, (PBS)], e le restanti 
sono state incubate per 24 ore con il complesso retrovirale LP-BM5 contenente 1.7 U di 
trascrittasi inversa. Dopo la rimozione dei virus, le cellule sono state lavate una volta con 
PBS e dopo 3 e 6 giorni dall'infezione il contenuto di DNA BM5d, l’espressione dell’mRNA 
di IL-12 p40 e il contenuto tiolico sono stati quantificati. 
 
 
3.13 Quantificazione del DNA BM5d in milza, linfonodi e macrofagi peritoneali 
 
Dopo 9 settimane dall’infezione il contenuto di DNA BM5d è stato analizzato nei linfonodi 
e nella milza di topi infettati con LP-BM5 e in topi di controllo. Il DNA cellulare totale è stato 
isolato da 10-20 mg di tessuto congelato e purificato seguendo un metodo 
precedentemente descritto [137].  
Dopo 3 e 6 giorni dall'infezione il DNA cellulare è stato isolato da circa 1,5x105 macrofagi 
utilizzando il QIAamp DNA mini kit (Qiagen) seguendo le istruzioni del produttore. 
La concentrazione di DNA è stata valutata con un spettrofotometro NanoDrop ND-1000 
(NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, USA) ed i rapporti di assorbanza di 260/280 e 
260/230 sono stati usati per controllarne la qualità; tutti i campioni avevano un rapporto 
di circa 1.8 e 2.0, rispettivamente, e sono stati accettati come DNA "puro". La 
quantificazione di DNA BM5d è stata effettuata tramite SYBR green I real-time PCR come 
precedentemente descritto [138]. Le reazioni sono state effettuate tramite un Applied 
Biosystems 7500 Real-Time PCR, in un volume finale di 50 µL, usando la master mix Hot-
Rescue Real Time PCR Kit-SG (Diatheva srl, Fano, Italia) e 50-100 ng di DNA. Il numero di 
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copie di DNA BM5d è stato calcolato tramite curva standard e normalizzate su 100 ng di 
DNA. 
 
 
3.14 Valutazione della capacità di GSH-C4 e I-152 di aumentare il contenuto tiolico 
in organi di topo C57BL/6 
 
Per valutare la capacità di GSH-C4 e I-152 di aumentare il contenuto tiolico in organi di 
topo, 3 topi femmina C57BL/6 sono stati trattati con il GSH-C4 e 3 topi femmina C57BL/6 
sono stati trattati con l’I-152 tramite iniezione intraperitoneale (i.p.). Entrambe le molecole 
sono state iniettate ad una concentrazione di 32,5 μmoli/topo in un volume finale di 200 
mL di NaCl 0.9% (p/v). Tre topi C57BL/6 utilizzati come controllo hanno ricevuto 200 mL di 
NaCl allo 0,9% (p/v). Dopo 30, 60 e 240 minuti, gli organi quali milza, linfonodi, pancreas e 
cervello sono stati asportati e trattati come sopra descritto. 
La determinazione dei tioli negli organi è stata effettuata tramite il metodo HPLC 
precedentemente descritto. 
 
 
3.15 Infezione con il virus dell’influenza, trattamento e sacrificio degli animali 
 
Cinque topi femmina BALB/c di 13 mesi sono stati infettati con 0,5 unità formanti placca 
(PFU)/topo del virus dell’influenza A/PR8/ceppo H1N1 per imitare un’influenza stagionale 
mite, e quotidianamente sono stati trattati con 7,4 mg di GSH-C4 per i successivi 7 giorni. 
Un gruppo (n=5) di topi infettati è stato similmente trattato con il placebo.  
In seguito al sacrificio ciascun topo è stato utilizzato per il prelievo del sangue, del lavaggio 
bronco-alveolare e per l’espianto dei polmoni. Il sangue è stato centrifugato a 1050 g per 5 
minuti, per separare il plasma che, suddiviso in aliquote, è stato congelato ad una 
temperatura di -80 °C fino al momento dell’analisi delle immunoglobuline. 
 
 
3.16 Recupero del lavaggio bronco-alveolare di topi BALB/c 
 
Dopo il sacrificio dei topi infettati con il virus dell’influenza e trattati con il GSH-C4 o con il 
placebo, un catetere 23-gauge sterile è stato inserito nel lume tracheale e sono state 
effettuate due infusioni di PBS sterile (0,8 mL) contenente inibitori delle proteasi (Sigma-
Aldrich) per la raccolta del fluido broncoalveolare come descritto precedentemente [139]. 
I campioni recuperati sono stati poi centrifugati a 1000 xg per 15 minuti a 4 °C. Il surnatante 
è stato congelato a -80 °C fino al momento dell’analisi. 
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3.17 Determinazione di citochine Th1/Th2 nel fluido broncoalveolare di topi 
BALB/c 
 
I livelli di citochine (IL-4, IL-5, IL-10, IL-2, IL-12 e IFN-γ) nel lavaggio broncoalveolare di topi 
sono stati determinati usando la tecnica del Multiplex ImmunoAssay (Bio-Plex) Bio-Rad 
seguendo le istruzioni del produttore. La lettura della piastra è stata eseguita mediante il 
lettore Bio-Plex MAGPIX (Bio-Rad). I dati sono stati analizzati utilizzando il software Bio-pro 
ei risultati sono stati espressi come nanogrammi per millilitro. Tutti gli standard e i campioni 
sono stati eseguiti in duplicato. 
 
 
3.18 Titolo virale nei polmoni di topi BALB/c 
 
In seguito all’espianto i polmoni sono stati pesati e immediatamente congelati a -80 °C fino 
al momento dell’analisi. L’RNA totale è stato estratto con TRI Reagent (Sigma-Aldrich) 
seguendo il protocollo del produttore. Brevemente, i polmoni sono stati omogenati nel 
reagente TRI (1 mL/75 mg di tessuto) tramite omogenizzatore Polytron, quindi 0,1 mL d 1-
bromo-3-cloropropano è stato aggiunto. La miscela è stata centrifugata a 12000 xg per 15 
minuti a 4 °C. In seguito la fase acquosa è stata trasferita in una provetta e ad essa è stata 
aggiunto 0,5 mL di 2-propanolo prima di essere centrifugata a 12000 xg per 10 minuti a 4 
°C. Il surnatante è stato rimosso e il pellet di RNA è stata essiccato all’aria per 30 minuti 
dopo di che sono stati aggiunti 100 µL di dietilpirocarbonato e per facilitarne la 
risospensione la miscela è stata riscaldata per 15 minuti a 55 °C. In seguito all’isolamento 
l’RNA è stato trattato con DNase I (Invitrogen). La qualità e la quantità di RNA isolato è stata 
determinata spettrofotometricamente (Pearl IMPLEN nanophotometer). Il numero di copie 
virali RNA M1 è stato determinato tramite una quantitativa Real-Time PCR utilizzando sia 
One Step Influenza A/B r-gene che Quanti FluA qs kits (Argene). 
 
 
3.19 Dosaggio delle immunoglobuline IgG1 ed IgG2a in plasma di topi BALB/c 
 
I livelli di IgG1 ed IgG2a sono stati determinati tramite un saggio Elisa. Brevemente, è stato 
fatto l’adsorbimento (coating) su micropiastre (Nunc-immuno Plate MaxiSorp Surface, 
Nunc) con l’anticorpo primario Goat anti mouse IgG1 (Bio-Rad, Richmond, CA, USA) o IgG2 
(Bio-Rad, Richmond, CA, USA) diluito 1:100 in NaCl 0.135 M incubato over night (ON) a 
37°C. In seguito, le piastre sono state lavate 4 volte con il buffer di lavaggio [NaH2PO4 
10Mm, NaCl 154 mM, Tween 20 0.1%, pH 7.0 (TPBS)] e bloccate con 5% di siero bovino di 
albumina (BSA) in PBS (NaH2PO4 10 mM, NaCl 154 mM) per un’ora a 37 °C. Dopo 4 lavaggi 
in TPBS, diluizioni seriali di plasma murino in sodio borato 50 mM pH 8.5 sono state 
piastrate e incubate per un’ora a 37 °C. Alla fine dell’incubazione sono stati effettuati 4 
lavaggi in PBS ed è stato aggiunto l’anticorpo secondario Goat anti mouse IgG - horseradish 
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peroxidase (HRP) conjugate (Bio-Rad, Richmond, CA, USA) diluito 1:1000 in PBS. Dopo 
l’incubazione un’ora a 37 °C, i livelli plasmatici di IgG1 ed IgG2a sono stati determinati 
usando una soluzione colorante contenente 0.8 mg/mL di Orthophenyenediamine e 1 
µL/mL di H202 in sodio citrato 50 mM pH 3.0. Infine è stata letta l’assorbanza a 492 nm dopo 
3 minuti con microplate reader (BIORAD). 
 
 
3.20 Studio statistico 
 
Lo studio statistico è stato effettuato utilizzando il Mann-Whitney Test per tutti i parametri 
eccetto per l’analisi dei tioli in organi di topo di controllo in seguito al trattamento con GSH-
C4 e I-152, per l’analisi degli mRNA di citochine sulle milze di topi infettati con LP-BM5 e 
per tutti gli esperimenti in vitro in cui è stato utilizzato il test T di Student, considerando 
significativo un p≤0.05. 
  
 30 
4. RISULTATI 
 
 
4.1 Validazione di un metodo HPLC per la determinazione simultanea del 
glutatione ridotto e della cisteina 
 
Per studiare lo stato redox intracellulare negli organi di topo di controllo o di topi infettati 
è stato necessario innanzitutto mettere a punto un metodo analitico riproducibile e 
selettivo che ci permettesse di quantificare le principali specie tioliche, quali GSH e Cys in 
milza, linfonodi, pancreas e cervello.  
Dapprima sono stati individuati i quantitativi di organo e i volumi più opportuni che 
permettessero la migliore resa (risultati non mostrati). L’obiettivo successivo è stato quello 
di validare il metodo seguendo le linee guida di validazione internazionali [123, 124]. La 
validazione è stata effettuata utilizzando organi di topo ICR (CD-1.) I parametri 
fondamentali per la validazione secondo gli standard internazionali sono la selettività, la 
linearità, la sensibilità, l’accuratezza, la precisione, la riproducibilità e la stabilità del 
campione. 
 
Selettività 
La selettività è la capacità di un metodo analitico di differenziare e quantificare un analita 
anche in presenza di altri componenti all’interno del campione. Il tempo di ritenzione del 
GSH è risultato essere 14.8 ± 0.5 minuti, mentre quello della Cys 6.7 ± 0.4 minuti. Non è 
stata osservata alcuna interferenza significativa da parte di sostanze endogene. In figura 5 
è mostrato un cromatogramma rappresentativo di standard di GSH e Cys (a) e di una milza 
di topo (b). I cromatogrammi degli altri organi erano paragonabili ai cromatogrammi della 
milza (dati non mostrati). 
 
Linearità ed LLOQ 
Per la curva di calibrazione sono stati utilizzati standard diluiti sia in acqua che nella 
soluzione precipitante utilizzata per processare i campioni e precipitare le proteine. Le due 
curve ottenute sono comparabili e la figura 6 mostra la curva di calibrazione per il GSH (a) 
e per la Cys (b) diluiti nella soluzione precipitante. Il range di linearità per il GSH è 1.25-80 
µM, mentre per la Cys è 0.313-50 µM.  
Il limite minimo di quantificazione (LLOQ) per il GSH è di 1.25 µM con una RSD% inferiore 
ad 11 ed un RE% inferiore a 9. L’LLOQ della Cys è di 0.313 µM con una RSD% ed un RE% 
inferiori ad 8 e 5 rispettivamente. 
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Figura 5. Cromatogrammi 
HPLC di standard di GSH e 
Cys (20μM) (a), e di un 
estratto di milza di topo (b). 
Le concentrazioni esatte 
delle soluzioni standard di 
GSH e Cys sono state 
ottenute attraverso letture 
spettrofotometriche a 412 
nm, come descritto nella 
sezione Materiali e Metodi. 
Figura 6. Curve di calibrazione 
del GSH (a) e della Cys (b) diluiti 
nella soluzione usata per 
precipitare le proteine degli 
organi. Le soluzioni standard 
sono state quantificate mediante 
letture spettrofotometriche a 
412 nm, come descritto nella 
sezione Materiali e Metodi. 
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Stabilità del campione 
Uno dei requisiti fondamentali per un’analisi sperimentale affidabile è la stabilità dei 
composti tiolici durante la conservazione prolungata dei tessuti nella soluzione di 
precipitazione delle proteine o dei tessuti deproteinizzati. La stabilità è stata valutata 
mantenendo il tessuto nel buffer di precipitazione delle proteine per 3 mesi a -80 °C, e 
sull’estratto deproteinizzato mantenuto 4 ore a temperatura ambiente o 8 ore a 4 °C e 
sottoponendolo a congelamento e scongelamento per 3 volte. I risultati sono mostrati nella 
tabella 1 e mostrano come non vi è alcuna differenza significativa nelle aree dei picchi sia 
del GSH che della Cys (RE% <15). 
 
 
 
 
Precisione, accuratezza e recovery 
L’accuratezza di un metodo analitico descrive la differenza tra il valore medio di una serie 
di valori misurati e il valore vero o di riferimento. La precisione invece fa riferimento al 
grado di “convergenza” (deviazione standard) delle misure individuali rispetto al valore 
medio della serie a cui appartengono. Il recovery è un parametro che indica la quantità di 
un analita determinata da un metodo di analisi rispetto alla quantità totale e reale, 
permettendo di quantificare le perdite di analita durante tutta la procedura sperimentale.  
Come descritto nella sezione “Materiali e Metodi”, la precisione, l’accuratezza e il recovery 
del metodo sono stati valutati aggiungendo 60 µM, 20 µM o 5 µM di GSH, o 40 µM, 20 µM 
o 2.5 µM di Cys ai tessuti prima che questi venissero sottoposti all’intera procedura. Ogni 
concentrazione è stata testata 5 volte e i risultati sono mostrati in tabella 2. Tutti i risultati 
rientrano nei criteri di accettabilità descritti nelle linee guida di validazione internazionale. 
In particolare, in tutti i campioni di organi analizzati, la precisione (RSD%) intra-day (n=5) è 
Tabella 1. Stabilità del GSH e della Cys in organi di topo.  
 
Campione 
 
 
-80 °C 
3 mesi 
 
T.A. 
4 h 
 
4 °C 
8 h 
 
3 cicli 
congelo/scongelo 
GSH     
Milza 99.9 ± 2.4 97.7 ± 1.7 98.9 ± 2.9 99.2 ± 1.9 
Linfonodi 98.9 ± 1.5 97.9 ± 2.3 99.1 ± 6.9 100.1 ± 1.9 
Pancreas 99.3 ± 4.0 97.9 ± 2.0 98.0 ± 3.5 98.4 ± 4.1 
Cervello 99.6 ± 2.4 99.9 ± 7.5 99.1 ± 7.3 98.7 ± 1.4 
Cys     
Milza 101.1 ± 4.2 97.6 ± 3.0 99.3 ± 2.9 98.7 ± 1.0 
Linfonodi 97.8 ± 4.6 98.7 ± 7.8 99.8 ± 1.9 98.4 ± 3.9 
Pancreas 97.6 ± 2.2 103.0 ± 3.2 96.9 ± 1.8 98.9 ± 1.4 
Cervello 99.1 ± 2.3 98.4 ± 1.4 99.0 ± 5.1 98.5 ± 3.9 
 
Nella prima colonna i valori si riferiscono agli organi lasciati immersi nella soluzione utilizzata per precipitare 
le proteine. Nella seconda, terza e quarta colonna i valori si riferiscono agli omogenati di organo 
deproteinizzati. T.A.: temperatura ambiente. I valori sono la media ± DS di 5 animali per organo. I campioni 
utilizzati per la stabilità sono stati confrontati con gli stessi campioni immediatamente processati ed analizzati. 
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inferiore all’11%, mentre la precisione inter-day (n=5) è inferiore al 14% per entrambe le 
specie tioliche. L’analisi dell’accuratezza (RE%) ha dimostrato che in tutti i campioni tale 
parametro è inferiore al 9% per entrambe le specie tioliche, ad eccezione del cervello in cui 
è stato aggiunto 5 µM di GSH in cui risulta essere meno del 14%, rientrando comunque nei 
limiti di accettazione. 
Per il recovery, la concentrazione dei campioni ottenuta è stata espressa come percentuale 
della concentrazione prevista, questa è stata ricavata sommando la concentrazione 
aggiunta e la concentrazione endogena dell’analita ottenuta da un campione dello stesso 
organo processato ed analizzato senza l’aggiunta di concentrazioni note dell’analita. I 
risultati ottenuti mostrano come il recovery medio (n=5) in tutti i campioni analizzati sia più 
del 90% per il GSH e più del 93% per la Cys, tranne che per il cervello a cui è stato aggiunto 
5 µM di GSH in cui risulta più dell’86%.  
 
Tabella 2. Sintesi di precisione, accuratezza e recovery per la quantificazione del GSH e della Cys in 
milza, linfonodi, pancreas e cervello di topi ICR (CD1) (n = 5). 
Campione 
Concentrazione 
(µM) 
Intra-day 
(RSD%) 
Inter-day 
(RSD%) 
Accuratezza 
(RE%) 
Recovery 
(%, media ± DS) 
GSH      
  Milza  5  3.3  7.5  3.5  92.7 ± 2.2 
  20  10.8  9.7  3.3  93.5 ± 4.6 
  60  9.0  12.4  1.9  94.7 ± 5.2 
 
  Linfonodi  5  10.8  12.4  8.9  90.4 ± 2.0 
  20  1.9  6.2  3.7  96.4 ± 1.5 
  60  1.5  9.7  4.5  93.7 ± 4.8 
 
  Pancreas  5  9.9  12.8  3.3  91.4 ± 2.8 
  20  7.5  9.4  5.0  97.4 ± 3.2 
  60  9.3  13.7  6.4  91.1 ± 6.3 
 
  Cervello  5  2.6  12.6  13.7  86.5 ± 5.0 
  20  4.4  10.7  1.2  98.2 ± 3.7 
  60  9.0  8.1  5.3  94.3 ± 7.2 
Cys      
  Milza  2.5  4.6  11.7  3.8  98.4 ± 1.3 
  20  5.3  8.0  5.8  96.8 ± 2.4 
  40  4.6  3.9  2.6  97.7 ± 2.1 
 
  Linfonodi  2.5  6.9  8.9  5.1  97.0 ± 2.3 
  20  9.0  12.9  4.8  96.8 ± 2.6 
  40  5.0  11.7  6.2  93.9 ± 5.7 
 
  Pancreas  2.5  9.1  10.7  4.3  94.2 ± 5.6 
  20  7.5  6.8  8.5  94.5 ± 4.2 
  40  6.2  9.9  5.7  95.6 ± 2.7 
 
  Cervello  5  2.6  12.6  13.7  86.5 ± 5.0 
  20  4.4  10.7  1.2  98.2 ± 3.7 
  60  9.0  8.1  5.3  94.3 ± 7.2 
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4.2 Studio della capacità dell’I-152 e del GSH-C4 di ripristinare il contenuto tiolico 
in cellule RAW 264.7 in seguito a deplezione del GSH 
 
L’obiettivo di questi esperimenti nasce dall’intenzione di studiare il comportamento e 
verificare l’effettiva capacità dell’I-152 e del GSH-C4 di ripristinare il corretto contenuto di 
GSH in cellule in cui è stata indotta sperimentalmente una deplezione del tripeptide. A tal 
fine, sono state utilizzate cellule macrofagiche murine RAW 264.7 in cui tale deplezione è 
stata indotta con il DEM (Dietilmaleato) 6 mM per 15 minuti. Questa molecola altera il 
rapporto GSH/GSSG coniugandosi al GSH mediante una reazione catalizzata dalla GST, 
abbassando tale rapporto si determina un accumulo di ROS e di conseguenza stress 
ossidativo. 
 
Capacità di I-152 di ripristinare il contenuto tiolico in cellule RAW 264.7 
Per valutare la capacità di I-152 di ripristinare il contenuto tiolico, cellule RAW 264.7 sono 
state pre-trattate con DEM 6 mM per 15 minuti e in seguito incubate con concentrazioni 
crescenti (1, 5, 10 e 20 mM) di I-152 per due ore come descritto nella sezione “Materiali e 
Metodi”. In queste cellule è stato quantificato il GSH e i risultati sono mostrati in figura 7. 
Il pre-trattamento con il DEM ha causato una diminuzione estremamente significativa del 
tripeptide, mentre la successiva incubazione con I-152 1 mM ha favorito un ripristino 
significativo del GSH fino a concentrazioni analoghe a quelle di un controllo. Le 
concentrazioni invece più elevate della molecola (5, 10 e 20 mM) hanno ulteriormente 
depletato il GSH in modo significativo rispetto al pre-trattamento con il DEM. Sulla base di 
questi risultati è stato ritenuto opportuno eseguire delle prove per valutare il 
comportamento di I-152 a concentrazione più basse (0.5 e 0.1 mM), le quali hanno 
mostrato la capacità non solo di ripristinare il GSH in seguito a deplezione prodotta dal 
DEM, ma anche di causare un aumento, seppur non significativo, della concentrazione del 
tripeptide rispetto ai controlli (figura 6). Il pre-trattamento con il DEM ha causato nelle 
cellule anche una deplezione significativa delle Cys, che poteva essere ripristinata con le 
concentrazioni più bassi della molecola, quali 0.5 e 0.1 mM (figura 9). 
Nelle stesse cellule sono state quantificate anche I-152 e i suoi metaboliti, quali NAC e 
cisteammina, quest’ultima presente solo in un campione di RAW 264.7 trattate con I-152 
20 mM (dati non mostrati). I risultati di tale determinazione sono mostrati in figura 10, dove 
si può notare come le concentrazioni di I-152 e NAC intracellulari aumentano in maniera 
dose-dipendente. 
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Figura 7. Livelli di GSH in cellule RAW 264.7 pre-trattate con DEM 6 mM per 15 minuti e successivamente 
trattate per 2 ore con I-152 1, 5, 10 e 20 mM. Le cellule sono state poi utilizzate per la determinazione delle 
varie specie tioliche tramite HPLC come descritto nella sezione “Materiali e Metodi”. I risultati rappresentano 
la media ± DS di almeno tre esperimenti condotti separatamente. *p 0,05; *** p 0,0005. 
 
 
Figura 8. Livelli di GSH in cellule RAW 264.7 pre-trattate con DEM 6 mM per 15 minuti e successivamente 
trattate per 2 ore con I-152 0.1 e 0.5 mM. Le cellule sono state poi utilizzate per la determinazione delle varie 
specie tioliche tramite HPLC come descritto nella sezione “Materiali e Metodi”. I risultati rappresentano la 
media ± DS di almeno tre esperimenti condotti separatamente. *p 0,05; *** p 0,0005. 
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Figura 9. Livelli di Cys in cellule RAW 264.7 pre-trattate con DEM 6 mM per 15 minuti e successivamente 
trattate per 2 ore con I-152 0.1, 0.5 e 1 mM. Le cellule sono state poi utilizzate per la determinazione delle 
varie specie tioliche tramite HPLC come descritto nella sezione “Materiali e Metodi”. I risultati rappresentano 
la media ± DS di almeno tre esperimenti condotti separatamente. *p 0,05. 
 
 
 
 
Figura 10. Livelli di I-152 e NAC in cellule RAW 264.7 pre-trattate con DEM 6 mM per 15 minuti e 
successivamente trattate per 2 ore con I-152 1, 5, 10 e 20 mM. Le cellule sono state poi utilizzate per la 
determinazione delle varie specie tioliche tramite HPLC come descritto nella sezione “Materiali e Metodi”. I 
risultati rappresentano la media ± DS di almeno tre esperimenti condotti separatamente.  # è riportato un solo 
valore, nelle altre prove le due specie tioliche non erano quantificabili. 
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Capacità del GSH-C4 di ripristinare il contenuto tiolico in cellule RAW 264.7 
Al fine di valutare la capacità del GSH-C4 di ripristinare il contenuto tiolico, cellule RAW 
264.7 in seguito al pre-trattamento con DEM 6 mM sono state incubate con concentrazioni 
crescenti (1, 5, 10 e 20 mM) della molecola, e il contenuto intracellulare di GSH (Figura 11) 
e Cys, (Figura 12) è stato valutato mediante HPLC come descritto nella sezione “Materiali e 
Metodi”. La concentrazione di GSH intracellulare in seguito al trattamento con il GSH-C4 
viene aumentata in modo significativo in cellule pre-trattate con il DEM. Questa situazione 
è riscontrabile con tutte le concentrazioni testate di GSH-C4. La molecola inoltre è in grado 
di ripristinare anche il contenuto intracellulare di Cys in modo dose dipendente, fino ad 
essere circa quattro volte più elevata rispetto ai valori di controllo in seguito al trattamento 
con la concentrazione di 20 mM. 
Nelle stesse cellule è stata determinata anche la concentrazione di GSH-C4 intracellulare 
che come mostrato in figura 13 aumenta in maniera dose dipendente. 
 
 
 
Figura 11. Livelli di GSH in cellule RAW 264.7 pre-trattate con DEM 6 mM per 15 minuti e successivamente 
trattate per 2 ore con GSH-C4 1, 5, 10 e 20 mM. Le cellule sono state poi utilizzate per la determinazione delle 
varie specie tioliche tramite HPLC come descritto nella sezione “Materiali e Metodi”. I risultati rappresentano 
la media ± DS di almeno tre esperimenti condotti separatamente. *p 0,05; *** p 0,0005. 
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Figura 12. Livelli di Cys in cellule RAW 264.7 pre-trattate con DEM 6 mM per 15 minuti e successivamente 
trattate per 2 ore con GSH-C4 1, 5, 10 e 20 mM. Le cellule sono state poi utilizzate per la determinazione delle 
varie specie tioliche tramite HPLC come descritto nella sezione “Materiali e Metodi”. I risultati rappresentano 
la media ± DS di almeno tre esperimenti condotti separatamente. *p 0,05. 
 
 
 
 
 
Figura 13. Livelli di GSH-C4 in cellule RAW 264.7 pre-trattate con DEM 6 mM per 15 minuti e successivamente 
trattate per 2 ore con GSH-C4 1, 5, 10 e 20 mM. Le cellule sono state poi utilizzate per la determinazione delle 
varie specie tioliche tramite HPLC come descritto nella sezione “Materiali e Metodi”. I risultati rappresentano 
la media ± DS di almeno tre esperimenti condotti separatamente.  
 
 
 39 
4.3 Studio della risposta immunitaria e dello stato redox in topi infettati con il 
complesso retrovirale LP-BM5 
 
L’infezione causata dal complesso retrovirale LP-BM5 provoca una profonda 
immunodeficienza in topi C57BL/6. Tale patologia, chiamata comunemente AIDS murina 
(MAIDS) è caratterizzata da: una precoce attivazione delle cellule policlonali T e B, 
splenomegalia, linfoadenopatia, ipergammaglobulinemia, diminuzione delle risposte 
immunitarie da parte delle cellule T e B, maggiore suscettibilità ai patogeni opportunisti e 
lo sviluppo nelle fasi avanzate della patologia di linfomi e disfunzioni neurologiche. Per 
valutare se un’eventuale deplezione di GSH potesse essere coinvolta nella progressione del 
MAIDS, topi C57BL/6 sono stati infettati con il complesso retrovirale LP-BM5 e a 2, 5 e 9 
settimane dall’infezione il contenuto di GSH e Cys è stato valutato in milza, linfonodi, 
pancreas e cervello di topi infettati e topi di controllo. Agli stessi tempi è stata studiata la 
risposta immunitaria e il profilo citochinico Th1/Th2. 
 
Valutazione della progressione dell’infezione da LP-BM5 
Per studiare la risposta immunitaria durante l’infezione da LP-BM5, topi C57BL/6 sono stati 
infettati con una carica virale inferiore a quella precedentemente utilizzata in altri 
esperimenti [117, 120, 135, 140, 141]. Tale carica inferiore ha fatto sì che i parametri quali 
splenomegalia, linfoadenopatia e contenuto di DNA BM5d non fossero rilevabili nei primi 
tempi di analisi ma soltanto a 9 settimane dall’infezione (Tabella 3). In figura 14 sono 
mostrati invece i risultati dell’ipergammaglobulinemia che, a differenza degli altri 
parametri risultano leggermente più alti nei topi infettati rispetto ai topi di controllo già 
dopo due settimane. Questa differenza diventa più evidente dopo 5 settimane di infezione, 
ma risulta significativa dopo 9 settimane. L’andamento rispecchia i risultati già ottenuti in 
precedenza [117], sebbene i valori assoluti siano più bassi. 
 
Tabella 3. Splenomegalia, linfoadenopatia e contenuto di DNA BM5d in milza e linfonodi di topi infettati con 
il complesso retrovirale LP-BM5. 
 
 
Topi C57BL/6 sono stati infettati come descritto nella sezione “Materiali e Metodi”. Nove settimane dopo 
l'infezione 5 topi di controllo e 5 topi infettati sono stati sacrificati e i livelli di DNA BM5d in milza e linfonodi 
sono stati determinati come descritto nella sezione “Materiali e Metodi”. I risultati rappresentano la media ± 
DS di 5 valori. ND: non quantificabile. 
  
Topi 
Peso milza 
(g) 
Peso Linfonodi 
(g) 
BM5d DNA 
(copie/100 ng DNA) 
Linfonodi Milza 
Controllo 0.098 ± 0.008 0.038 ± 0.016 NQ NQ 
Infettato 0.167 ± 0.021 0.080 ± 0.008 72 ± 8 169 ± 7 
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Figura 14. Contenuto di IgG in topi C57BL/6 infettati con il complesso retrovirale LP-BM5 (Infettato) e non 
infettati (Controllo). La concentrazione delle IgG è stata determinata su plasma prelevato da sangue intero 
come descritto in "Materiali e metodi" a 2, 5 e 9 settimane dall’infezione. Ciascun risultato rappresenta la 
media di 5 valori ± DS. *p 0.05. 
 
 
Valutazione della risposta immunitaria Th1/Th2 
 
Livelli di IgE nel plasma di topi infettati con LP-BM5 
I livelli di IgE dopo 2 e 5 settimane dall’infezione sono riportati in Fig. 15. Possiamo notare 
che in entrambi i tempi i topi infettati hanno livelli più elevati di IgE in circolo in accordo 
con i dati presenti in letteratura [142]. A 9 settimane dopo l’infezione non si sono 
riscontrate differenze significative tra controlli ed infettati (dati non mostrati). 
 
 
 
Figura 15. Contenuto di IgE in topi C57BL/6 infettati con il complesso retrovirale LP-BM5 (Infettato) e non 
infettati (Controllo). La concentrazione delle IgE è stata determinata su plasma come descritto nella sezione 
"Materiali e metodi”. Ciascun risultato rappresenta la media di 5 valori ± DS. *p 0.05.  
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Espressione di citochine Th1/Th2 in topi infettati con LP-BM5 
L’espressione di citochine Th1 (IL-12, IL-2 ed INF-γ) e Th2 (IL-5, IL-4 ed IL-10), così come del 
TNF-α e del GM-CSF, è stata studiata a 2, 5 e 9 settimane dall’infezione. A questo scopo sia 
le citochine secrete da parte degli splenociti che l’mRNA splenico ottenuti da topi infettati 
con LP-BM5 e da topi di controllo sono stati analizzati e i risultati sono mostrati in figura 
16. 
L’analisi quantitativa ha dimostrato che tutte le citochine erano rilevabili in tutti i topi 
analizzati. Nello specifico però possiamo notare come a 2 settimane dall’infezione la 
produzione dell’IL-5 nei topi infettati è circa 100 volte maggiore rispetto ai topi di controllo, 
quella dell’IL-4 e dell’IL-2 è circa 10 volte maggiore, mentre l’IL-10, l’IL-12 e l’INF-γ sono per 
lo più raddoppiate rispetto ai topi non infettati. Tutte le differenze trovate risultano 
significative da un punto di vista statistico. A 5 settimane dall’infezione gli splenociti di topi 
infettati producono: livelli di IL-5 40 volte più alti rispetto ai controlli; livelli di IL-4 15 volte 
più elevati rispetto ai controlli e livelli di IL-2 8 volte più elevati rispetto ai controlli; queste 
differenze risultano tutte significative. A questo tempo invece, i livelli di IL-10, IL-12 e IFN-
γ sono comparabili ai controlli. Nessuna differenza è riscontrabile per quanto riguarda i 
livelli del TNF-α e il GM-CSF che sia alle 2 che alle 5 settimane dall’infezione rimangono 
paragonabili ai controlli (figura 16a). 
L’analisi in real-time PCR di cDNA delle milze di topi infettati con LP-BM5 e topi di controllo 
ha confermato, anche se in misura minore, l’andamento dei dati ottenuti dall’analisi della 
produzione di citochine. È interessante notare che i livelli di mRNA dell’IL-5 negli animali 
infettati sono significativamente più elevati rispetto ai topi di controllo a tutti i tempi 
analizzati (figura 16b). 
A 9 settimane dall’infezione sono stati ottenuti risultati comparabili a quelli delle 5 
settimane (dati non mostrati). 
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Figura 16. a: Livelli delle citochine Th2 (IL-5, IL-4 ed IL-10) e Th1 (IL-12, IL-2 ed INF-γ), del TNF-α e del GM-CSF 
(a) in surnatanti di splenociti ottenuti da topi infettati con LP-BM5 e da topi di controllo come descritto nella 
sezione “Materiali e Metodi”. Le analisi sono state effettuate a 2 settimane (I tempo) e 5 settimane (II tempo) 
dall’infezione. Il fold change è stato calcolato dividendo il valore di ogni citochina espressa in pg/mL di ogni 
topo infettato per il valore medio della corrispondente citochina dei topi non infettati. Ciascun risultato 
rappresenta la media di 5 valori ± DS. *p 0.05. e **p 0.01 Infettato vs Controllo. b: Espressione genica 
dell’IL-5. Il fold change rispetto al controllo non infettato è stato calcolato utilizzando il metodo 2-∆∆Ct con la 
normalizzazione dei dati grezzi sul gene housekeeping GAPDH. L’analisi dei dati è stata effettuata utilizzando 
il software di analisi RT2 Profiler PCR Array (SABiosciences). I valori rappresentano la media di 3 animali. Le 
barre di errore rappresentano il 95% di intervallo di confidenza. *p 0.05. 
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Contenuto tiolico in organi di topi infettati con LP-BM5 
Per valutare se l’infezione da LP-BM5 causa una deplezione del GSH, come già osservato in 
altre infezioni virali [40, 41, 46, 50, 51], i livelli di Cys e di GSH sono stati quantificati in milza, 
linfonodi, pancreas e cervello di topi infettati e topi di controllo, come descritto nella 
sezione “Materiali e Metodi” (figura 17). In tutti gli organi di topi infettati con LP-BM5 è 
stata riscontrata una deplezione significativa del GSH e/o della Cys. 
Esaminando nei dettagli i risultati ottenuti possiamo osservare che nella milza degli 
infettati, sia il GSH che la Cys risultano alterati (Fig. 17a): alla quinta settimana si può 
osservare un calo nella concentrazione del GSH, che diventa ancora più evidente alla nona 
settimana dall’infezione. Tale diminuzione è avvalorata dallo studio statistico, risulta infatti 
essere molto significativa sia alla quinta settimana (p= 0,008) che alla nona settimana 
(p=0,004). La Cys invece è significativamente più bassa rispetto ai controlli già dalla seconda 
settimana e continua a diminuire fino a discostarsi in modo molto significativo alla quinta 
(p=0,001) e alla nona settimana (p=0,0048). 
Nei linfonodi (Fig. 17b) sia alla quinta (p=0.0147) che alla nona settimana (p=0.0176) 
dall’infezione vi è una diminuzione molto significativa del GSH negli infettati. La Cys risulta 
essere a concentrazioni più basse già alla seconda settimana e per i tempi successivi. 
Nel pancreas (Fig. 17c) invece la situazione si presenta diversa in quanto non ci sono 
differenze significative nella concentrazione del GSH, mentre la concentrazione di Cys è più 
bassa sia a 5 che a 9 settimane, tale differenza è significativa alle 5 settimane. 
Nel cervello (Fig. 17d) il contenuto di GSH è risultato essere significativamente più basso 
rispetto ai topi di controllo dopo 5 settimane dall’infezione.  
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Figura 17. Contenuto di GSH (sinistra) e di Cisteina (destra) in milza (a), linfonodi (b), pancreas (c) e cervello 
(d) di topi di controllo (quadrati blu) e topi infettati (cerchi rossi) a 2, 5 e 9 settimane dopo l'inoculazione del 
virus. I topi sono stati infettati e il GSH e la Cys sono stati quantificati come descritto nella sezione “Materiali 
e Metodi”. I valori rappresentano la media ± DS di 5 animali.    *p 0.05, **p 0,01 Infettati vs Controlli dello 
stesso tempo. 
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Contenuto tiolico e livelli di espressione dell’mRNA di IL-12 p40 in macrofagi peritoneali 
murini infettati con il complesso retrovirale LP-BM5 
Per approfondire il rapporto tra il contenuto tiolico intracellulare e la produzione di 
citochine Th1 (IL-12) durante le prime fasi dell’infezione, macrofagi peritoneali murini sono 
stati infettati in vitro con il complesso retrovirale LP-BM5. Dopo 3 e 6 giorni dall’infezione, 
sono stati analizzati il contenuto intracellulare del GSH e della Cys così come i livelli di 
espressione dell’mRNA di IL-12p40. Come riportato in tabella 4, in entrambi i tempi studiati 
i livelli di mRNA di IL-12p40 sono down-regolati nei macrofagi infettati rispetto ai macrofagi 
di controllo, raggiungendo una significativa inibizione a 6 giorni dall’infezione (Figura 18a). 
La concentrazione del GSH così come quella della Cys risulta invece significativamente più 
bassa sia a 3 che a 6 giorni dall’infezione nei macrofagi peritoneali infettati (Fig. 18b). 
 
Tabella 4. Contenuto di BM5d DNA e di IL-12p40 mRNA in macrofagi peritoneali murini infettati in vitro con il 
complessp retrovirale LP-BM5 
 
 
 
 
 
 
I macrofagi peritoneali sono stati ottenuti mediante lavaggio peritoneale ed infettati in vitro come descritto 
nella sezione “Materiali e Metodi”. Dopo 3 e 6 giorni dall’infezione il contenuto di BM5d DNA e l’espressione 
di IL-12 p40 mRNA sono stati analizzati come descritto nella sezione “Materiali e Metodi”. Le percentuali 
dell’IL-12 p40 mRNA sono state calcolate rispetto ai macrofagi non infettati. I valori rappresentano la media 
± DS di 3 esperimenti indipendenti. *p<0,05. 
Tempo di infezione 
BM5d DNA 
(copie/100 ng DNA) 
3 giorni 35 ± 5 
6 giorni 50 ± 5 
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Figura 18. Contenuto di IL-12p40 mRNA (a) e di GSH e Cys (b) in macrofagi peritoneali murini infettati in vitro 
con il complesso retrovirale LP-BM5. I macrofagi peritoneali sono stati ottenuti mediante lavaggio peritoneale 
ed infettati in vitro come descritto nella sezione “Materiali e Metodi”. Dopo 3 e 6 giorni dall’infezione i l 
contenuto di IL-12p40 mRNA, GSH e Cys è stato quantificato come descritto nella sezione “Materiali e Metodi”. 
Le percentuali di inibizioni sono state calcolate rispetto ai macrofagi non infettati. I valori rappresentano la 
media ± DS di 3 esperimenti indipendenti. *p<0,05.  
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4.4 Capacità di I-152 e GSH-C4 di aumentare il contenuto tiolico in milza, linfonodi, 
pancreas e cervello di topi C57BL/6 
 
Avendo riscontrato una deplezione di GSH e/o Cys negli organi di topi infettati con LP-BM5, 
si è pensato di utilizzare il GSH-C4 e l’I-152 per il loro ripristino. Il primo obiettivo era quello 
di valutare la capacità di tali molecole o dei loro metaboliti di raggiungere gli organi 
bersaglio, ossia quelli in cui si è verificata una deplezione del GSH e/o Cys in seguito ad 
infezione con il complesso retrovirale LP-BM5. A tal fine, topi C57BL/6 non infettati sono 
stati trattati con I-152 o con GSH-C4 come descritto nella sezione “Materiali e Metodi”. In 
seguito alla somministrazione intraperitoneale delle due molecole sono state quantificate 
le diverse specie tioliche in milza, linfonodi, pancreas e cervello a diversi tempi (30, 60, 240 
minuti). Inoltre è stata valutato il tempo di scomparsa di entrambe le molecole dal circolo. 
 
Contenuto tiolico in plasma e organi di topi C57BL/6 trattati con I-152 
Analizzando il plasma di topi trattati con l’I-152, si può notare che la concentrazione più 
alta di I-152 in circolo (0.14±0.01 µmoli/mL plasma) si ha dopo 15 minuti dalla sua 
somministrazione (Figura 19). Inoltre, i prodotti del metabolismo della molecola, NAC e 
cisteammina, sono quantificabili a tutti i tempi investigati, con il picco di concentrazione 
per la NAC a 15 minuti (0.14±0.01 µmoli/mL plasma) e per la cisteammina a 30 minuti 
(0.04±0.003 µmoli/mL plasma) (figura 19). 
In seguito alla somministrazione di I-152, si può osservare che in tutti gli organi testati la 
molecola è del tutto assente, mentre i suoi metaboliti, quali NAC e cisteammina 
raggiungono la concentrazione più elevata dopo 30 minuti in milza, linfonodi e pancreas. 
Nel cervello invece abbiamo un diverso andamento dei due metaboliti: mentre le più alte 
concentrazioni della cisteammina sono riscontrate dopo 30 minuti quelle della NAC si 
evidenziano a 60 minuti (Tabella 5). A 240 minuti i metaboliti non sono più riscontrabili nei 
vari organi analizzati, eccetto per la NAC ancora presente nei linfonodi e nel cervello 
(Tabella 5). 
Negli stessi organi sono stati quantificati anche il GSH e la Cys. Il contenuto del tripeptide è 
rimasto invariato in tutti gli organi analizzati, eccetto nei linfonodi dove si riscontra una 
diminuzione significativa dopo 30 minuti dalla somministrazione della molecola, tuttavia 
nei tempi successivi, i livelli del GSH tornano ad essere comparabili a quelli dei controlli 
(figura 20). I livelli di Cys invece, sono aumentati in tutti gli organi analizzati, aumento che 
risulta significativo nei linfonodi a 30 e 60 minuti e nel cervello a 30 minuti dal trattamento 
con l’I-152. 
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Figura 19. Contenuto di I-152 e dei suoi metaboliti (NAC e cisteammina) in plasma di topi C57BL/6.  
L’I-152 è stata somministrato come descritto nella sezione "Materiali e Metodi". Le diverse specie tioliche sono 
state quantificate tramite HPLC come descritto nella sezione “Materiali e Metodi”. I valori sono la media ± DS 
di 3 topi. 
 
 
 
Tabella 5. Contenuto di NAC e cisteammina in milza, linfonodi, pancreas e cervello di topi C57BL/6 trattati con 
I-152. 
 
La somministrazione dell'I-152 e la determinazione dei suoi metaboliti negli organi è stata effettuata come 
descritto nella sezione "Materiali e Metodi". I valori rappresentano la media ± DS di 3 topi. NQ: non 
quantificabile. 
  
Organo 
30 min 
(µmoli/g organo) 
60 min 
(µmoli/g organo) 
240 min 
(µmoli/g organo) 
NAC Cisteammina NAC Cisteammina NAC Cisteammina 
Milza 1.00 ± 0.19 0.26 ± 0.05 0.42 ± 0.34 0.19 ± 0.03 NQ NQ 
Linfonodi 0.83 ± 0.13 0.29 ± 0.07 0.23 ± 0.09 0.17 ± 0.05 0.20 ± 0.07 NQ 
Pancreas 0.24 ± 0.03 0.22 ± 0.03 NQ 0.14 ± 0.02 NQ NQ 
Cervello 0.11 ± 0.01 0.07 ± 0.01 0.21 ± 0.01 NQ 0.035 ± 0.01 NQ 
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Figura 20. Livelli di GSH e Cisteina in organi di topi trattati con I-152. La figura mostra i livelli di GSH e Cys in 
milza (a), linfonodi (b), pancreas (c) e cervello (d) di topi non trattati (controllo) e di topi trattati 
intraperitonealmente (i.p.) con 32.5 µmoli di I-152 (I-152 i.p.). Il GSH e la Cys sono stati determinati dopo 30, 
60 e 240 minuti dalla somministrazione della molecola seguendo la procedura descritta nella sezione 
“Materiali e Metodi”. I valori rappresentano la media ± DS di 3 animali. *p 0.05,   **p 0.01 I-152 i.p. vs 
controllo dello stesso tempo.  
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Contenuto tiolico in plasma e organi di topi C57BL/6 trattati con GSH-C4 
Il plasma di topi trattati con il GSH-C4 ha mostrato il picco di concentrazione della molecola 
(3.5±0.3 µmoli/mL plasma) dopo 5 minuti dalla sua somministrazione (figura 21), mentre 
nei tempi successivi si nota la progressiva diminuzione, fino a 60 minuti, tempo in cui la 
molecola è del tutto assente. 
Le analisi condotte in milza, linfonodi e pancreas hanno mostrato che i più alti livelli di GSH-
C4 si riscontrano dopo 30 minuti dalla sua somministrazione, mentre nel cervello il picco è 
rilevabile dopo 60 minuti (tabella 6). Dopo 240 minuti il GSH-C4 è determinabile nel 
pancreas e nella milza di un solo topo su tre trattato con la molecola (tabella 6), mentre è 
del tutto assente nei linfonodi e nel cervello. 
I livelli intracellulari di GSH e Cys, in seguito a somministrazione intraperitoneale del GSH-
C4 sono riportati in figura 22. Nella milza il trattamento ha causato un aumento dei livelli 
di GSH dopo 240 minuti, mentre nei linfonodi non si evidenziano differenze significative in 
entrambe le specie tioliche prese in esame. Nel pancreas possiamo osservare che la 
somministrazione di GSH-C4 ha causato un aumento significativo dei livelli di GSH e una 
significativa diminuzione dei livelli di Cys a 30 minuti, mentre nei tempi successivi, sia la 
concentrazione di GSH che quella della Cys sono paragonabili a quelle dei controlli. Infine, 
l’analisi del contenuto tiolico nel cervello ha evidenziato un aumento molto significativo del 
contenuto di GSH dopo 60 minuti, mentre non si riscontrano effetti sui livelli di Cys. 
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Figura 21. Contenuto di GSH-C4 in plasma di topi C57BL/6. Il GSH-C4 è stata somministrato e quantificato 
mediante HPLC come descritto nella sezione "Materiali e Metodi". I valori sono la media ± DS di 3 topi. 
 
 
 
Tabella 6. Contenuto di GSH-C4 in milza, linfonodi, pancreas e cervello di topi C57BL/6 trattati con il GSH-C4. 
 
 
Il GSH-C4 è stato somministrato come descritto nella sezione "Materiali e Metodi". I valori sono la media ± DS 
di 3 topi. * Solo un valore è riportato. NQ: non quantificabile. 
 
 
  
Organo 
30 min 
(µmoli/g organo) 
60 min 
(µmoli/g organo) 
240 min 
(µmoli/g organo) 
Milza 0.650 ± 0.240 0.180 ± 0.010 0.051* 
Linfonodi 0.220 ± 0.050 0.080 ± 0.030 NQ 
Pancreas 0.560 ± 0.140 0.290 ± 0.140 0.030 ± 0.010 
Cervello 0.030 ± 0.001 0.060 ± 0.009 NQ 
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Figura 22. Livelli di GSH e Cisteina in organi di topi trattati con il GSH-C4. La figura mostra i livelli di GSH e Cys 
in milza (a), linfonodi (b), pancreas (c) e cervello (d) di topi non trattati (controllo) e di topi trattati 
intraperitonealmente (i.p.) con 32,5 µmoli di GSH-C4 (GSH-C4 i.p.). Il GSH e la Cys sono stati determinati dopo 
30, 60 e 240 minuti dalla somministrazione della molecola seguendo la procedura descritta nella sezione 
“Materiali e Metodi”. I valori rappresentano la media ± DS di 3 animali.    *p 0.05; **p 0.01 GSH-C4 i.p. vs 
controllo dello stesso tempo. 
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4.5 Modulazione della risposta immunitaria in topi infettati con il complesso 
retrovirale LP-BM5 e trattati con I-152 o GSH-C4 
 
Appurato che l’infezione da LP-BM5 è caratterizzata da una prevalenza della risposta 
immunitaria di tipo Th2 (Figura 16) e da uno squilibrio dello stato redox dovuto ad una 
deplezione del GSH e/o della Cys (Figura 17), e dimostrato che il GSH-C4 e l’I-152 possono 
aumentare il contenuto tiolico nei vari organi, si è pensato di poter modulare la risposta 
immunitaria intervenendo sullo stato redox intraorgano tramite trattamento con l’I-152 ed 
il GSH-C4. 
A questo scopo, topi C57BL/6 infettati con l’LP-BM5 sono stati trattati con GSH-C4 o I-152 
come descritto nella sezione “Materiali e Metodi” e a 2, 5 e 9 settimane dall’infezione sono 
stati studiati il profilo citochinico così come la splenomegalia e la linfoadenopatia. 
 
Splenomegalia, linfoadenopatia e DNA BM5d 
L’analisi di splenomegalia e linfoadenopatia in topi C57BL/6 infettati con l’LP-BM5 e trattati 
con I-152 e GSH-C4 è mostrata in figura 23. Il trattamento con I-152 ha mostrato una 
diminuzione significativa nel peso dei linfonodi e della milza sia a 5 che a 9 settimane 
rispetto ai topi infettati e non trattati. Il trattamento con il GSH-C4 invece non ha mostrato 
differenze significative (Figura 23). 
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Figura 23. Linfoadenopatia (a) e splenomegalia (b) in topi C57BL/6 infettati con LP-BM5 e trattati con I-152 o 
GSH-C4. I Topi sono stati infettati e trattati con le molecole come descritto nella sezione “Materiali e Metodi”. 
Due, 5 e 9 settimane dopo l'infezione sono stati sacrificati 8 topi per ogni gruppo e il peso dei linfonodi e della 
milza è stato determinato. I topi infettati e trattati con il placebo sono stati sommati al gruppo dei topi infettati 
[Infettato (I)] non avendo mostrato differenze significative con tale gruppo. I risultati rappresentano la media 
± DS di almeno 8 valori. *p 0.05; ***p 0,005. 
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Livelli di citochine Th1/Th2 in topi infettati con il complesso retrovirale LP-BM5 e trattati 
con I-152 o GSH-C4 
La produzione di citochine Th1 (IL-12, IL-2 ed INF-γ) e Th2 (IL-5, IL-4 ed IL-10), e del TNF-α, 
in surnatanti di splenociti ottenuti da topi infettati con LP-BM5 e da topi di controllo, è 
mostrata in figura 24. Come già osservato nell’esperimento preliminare (Figura 16), anche 
in questo caso è predominante la risposta immunitaria di tipo Th2 a tutti i tempi, seppur al 
terzo tempo (9 settimane) si riscontra un aumento anche della risposta Th1 (Figura 24) non 
rilevabile nella prima infezione. In particolare, a due settimane dall’infezione la produzione 
dell’IL-5 nei topi infettati risulta circa 300 volte maggiore rispetto ai topi di controllo, quella 
dell’IL-4 risulta essere circa 6 volte maggiore mentre la produzione dell’IL-10 è circa 3 volte 
maggiore. Tutte le differenze trovate sono significative da un punto di vista statistico. Dopo 
5 settimane dall’inoculo del virus, le citochine che risultano significativamente diverse nei 
topi infettati rispetto ai topi di controllo sono sempre l’IL-5 e l’IL4 che sono circa 70 volte 
più elevate nei topi infettati e l’IL-10 che risulta 4 volte maggiore rispetto ai topi di 
controllo. A 9 settimane dall’infezione la secrezione dell’IL-5, dell’IL-4 e dell’IL-10 risulta 
essere significativamente aumentata nei topi infettati rispetto ai topi di controllo di circa 
12 volte. Allo stesso tempo l’IL-2 è circa un terzo nei topi infettati rispetto ai topi di 
controllo, mentre l’IL-12 e l’INF-γ sono più elevate nei topi infettati di circa 3 e 20 volte 
rispettivamente. Le differenze analizzate risultano significative da un punto di vista 
statistico. 
Il trattamento con l’I-152 ha aumentato in modo significativo la produzione dell’INF-γ 
rispetto ai topi infettati a 2 settimane dall’infezione (I tempo) e diminuito in modo 
significativo la produzione dell’IL-5 e dell’IL-4 rispetto ai topi infettati a 5 settimane (II 
tempo) dall’infezione. Al terzo tempo (9 settimane), l’IL-12 risulta essere 2 volte più elevata 
nei topi trattati rispetto ai topi infettati seppur questa differenza risulta non abbastanza 
significativa (p=0.0527) (Figura 25a). 
Il trattamento con il GSH-C4 ha mostrato differenze significative rispetto ai topi infettati 
nella produzione di IL-4 dopo 5 settimane dall’infezione che risulta essere più bassa, e nella 
produzione dell’IL-12, INF-γ e TNF-α, tutte circa 3 volte più elevate nei topi trattati rispetto 
ai topi infettati dopo 9 settimane dall’infezione (Figura 23b).  
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Figura 24. Livelli delle citochine Th2 (IL-5, IL-4 ed IL-10) e Th1 (IL-12, IL-2 ed INF-γ), e del TNF-α in surnatanti di 
splenociti ottenuti da topi infettati con LP-BM5 e da topi di controllo come descritto nella sezione “Materiali 
e Metodi”. Le analisi sono state effettuate a 2 settimane (I tempo), 5 settimane (II tempo) e 9 settimane (III 
tempo) dall’infezione. Il fold change è stato calcolato dividendo il valore di ogni citochina espressa in pg/mL 
di ogni topo infettato per il valore medio della corrispondente citochina dei topi non infettati. Ciascun risultato 
rappresenta la media di 5 valori ± DS. *p 0.05. 
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Figura 25. Livelli delle citochine Th2 (IL-5, IL-4 ed IL-10) e Th1 (IL-12, IL-2 ed INF-γ), e del TNF-α in surnatanti 
di splenociti ottenuti da topi infettati con LP-BM5 e trattati con l’I-152 (a) o con il GSH-C4 (b) come descritto 
nella sezione “Materiali e Metodi”. Le analisi sono state effettuate a 2 settimane (I tempo), 5 settimane (II 
tempo) e 9 settimane (III tempo) dall’infezione. I valori dei topi infettati trattati con il placebo sono stati 
sommati ai valori dei topi infettati non trattati non avendo mostrato differenze significative con tale gruppo. 
Il fold change è stato calcolato dividendo il valore di ogni citochina espressa in pg/mL di ogni topo trattato 
con I-152 o GSH-C4 per il valore medio della corrispondente citochina dei topi infettati. Ciascun risultato 
rappresenta la media di 5 valori ± DS.  *p 0.05. 
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4.6 Studio dello stato redox intraorgano in topi BALB/c giovani ed anziani 
 
Allo scopo di verificare che l’invecchiamento è caratterizzato da uno squilibrio dello stato 
redox, è stato analizzato il contenuto di GSH e Cys in milza, linfonodi, pancreas e polmoni 
di topi BALB/c giovani (2 mesi) ed anziani (14 mesi). 
 
Contenuto tiolico intraorgano in topi BALB/c giovani ed anziani 
Il contenuto di GSH e di Cys è stato valutato in milza, linfonodi, pancreas e polmoni in topi 
BALB/c come descritto nella sezione “Materiali e Metodi” ed i risultati sono mostrati in 
figura 26. In particolare possiamo notare come il GSH sia in concentrazione minore nei topi 
anziani rispetto ai topi giovani in tutti gli organi analizzati, in modo significativo nei linfonodi 
e nel pancreas (Figura 26°). La Cys invece, negli anziani, risulta più bassa nel pancreas e non 
è determinabile né nei linfonodi né nei polmoni (Figura 26b). 
 
 
 
 
Figura 26. Livelli di GSH (a) e Cys (b) in organi di topi BALB/c giovani (2 mesi) ed anziani (14 mesi). Il GSH e la 
Cys sono stati determinati seguendo la procedura descritta nella sezione “Materiali e Metodi”. I valori 
rappresentano la media ± DS di 3 animali. *p 0.05.  
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4.7 Modulazione della risposta immunitaria in topi infettati con il virus 
dell’influenza A/PR8/H1N1 e trattati con il GSH-C4 
 
Nella popolazione anziana è noto che la morbilità e la mortalità in seguito all’influenza è 
maggiore rispetto alla popolazione giovane, tuttavia, i meccanismi alla base della maggiore 
suscettibilità all’infezione non sono completamente noti. È stato suggerito che una delle 
cause possa essere lo spostamento nella produzione di citochine da quelle di tipo Th1 a 
quelle di tipo Th2 [143]. Inoltre è stato dimostrato una diminuzione dei livelli intracellulari 
di GSH e uno stress ossidativo generale in modelli in vitro ed in vivo del virus influenzale 
[54] e un’inibizione del titolo virale in seguito al trattamento con il GSH-C4 [132] in topi 
giovani. Dopo aver dimostrato il basso contenuto tiolico in organi di topo anziano (Figura 
26), si è pensato di intervenire su di esso con il GSH-C4 per andare a modulare la risposta 
immunitaria in topi infettati con il virus dell’influenza A/PR8/H1N1, e verificare se anche in 
questo modello il trattamento potesse inibire la replicazione virale. Per perseguire tale 
scopo topi BALB/c di 14 mesi sono stati infettati e trattati con il GSH-C4 come descritto 
nella sezione “Materiali e Metodi”.  
 
Replicazione virale nei polmoni di topi anziani infettati con il virus dell’influenza 
A/PR8/H1N1 e trattati con il GSH-C4 
L’analisi del titolo virale nei polmoni ha evidenziato un’inibizione significativa della 
replicazione virale nei topi trattati con il GSH-C4 rispetto ai topi infettati e trattati con il 
placebo (Figura 27). 
 
 
 
Figura 27. Topi BALB/c sono stati infettati con il virus dell’influenza A/PR8/H1N1 e trattati con il GSH-C4 (I + 
GSH-C4) o con il placebo (I + Placebo) come descritto nella sezione “Materiali e Metodi”. Il titolo virale è stato 
determinato in omogenati di polmoni come descritto nella sezione “Materiali e Metodi” (n=5 topi/gruppo) 
*p<0.05. 
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Livelli di citochine Th1/Th2 in topi infettati con il virus dell’influenza A/PR8/H1N1 e 
trattati con il GSH-C4 
La produzione di citochine Th2 (IL-4, IL-5 ed IL-10) e Th1 (IL-2, IL-12 ed INF-γ) è stata studiata 
dopo 8 giorni dall’inoculo nel lavaggio broncoalveolare di topi trattati con il placebo e di 
topi trattati con il GSH-C4. I risultati mostrati in figura 28 evidenziano come il trattamento 
con il GSH-C4 tende a ridurre la produzione delle citochine Th2 rispetto al trattamento con 
il placebo. Allo stesso tempo, il trattamento stimola la produzione dell’IL-2 e dell’IL-12, in 
maniera significativa per quest’ultima citochina. 
 
 
Figura 28. Il lavaggio broncoalveolare è stato recuperato da topi infettati con il virus dell’influenza 
A/PR8/H1N1 e trattati o con il placebo o con il GSH-C4 (n=5/gruppo) dopo 8 giorni dall'inoculo del virus ed i 
livelli di citochine Th2 (IL-4, IL-5 ed IL-10) e Th1 (IL-2, IL-12 ed INF-γ) sono stati analizzati come descritto nella 
sezione “Materiali e Metod”. *p <0.05. 
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IgG1 e IgG2a nel plasma di topi infettati con il virus dell’influenza A/PR8/H1N1 e trattati 
con il GSH-C4 
I livelli di IgG1 ed IgG2a in topi infettati con il virus dell’influenza A/PR8/H1N1 e trattati con 
il GSH-C4 sono riportati in figura 29. Possiamo notare come sia le IgG1 che le IgG2a siano 
più elevate di circa una volta e mezza nei topi trattati con il GSH-C4 rispetto ai topi trattati 
con il placebo, tale differenza risulta significativa nel caso delle IgG2a (Figura 29a). 
 
 
 
Figura 29. Livelli di IgG2a (a) ed IgG1 (b) nel plasma di topi infettati con il virus dell’influenza A/PR8/H1N1 e 
trattati con il GSH-C4. Le analisi sono state effettuate dopo 8 giorni dall’inoculo del virus come descritto nella 
sezione “Materiali e Metodi”. Ciascun risultato rappresenta la media di 5 valori ± DS. *p< 0.05.  
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5. DISCUSSIONE 
 
 
Una deplezione o uno squilibrio dello stato redox è stato osservato in diverse condizioni 
patologiche come le malattie neurodegenerative, la fibrosi cistica, le infezioni virali, l’AIDS, 
il cancro nonché nell’invecchiamento [6, 13, 36, 40, 41, 46, 50, 51, 56]. Inoltre, il contenuto 
di GSH svolge un ruolo importante nella regolazione della risposta immunitaria [73-76]. In 
condizioni di stress ossidativo moderato, l’ossidazione dei residui di Cys può portare alla 
formazione di disolfuri misti tra i gruppi tiolici delle proteine e le molecole tioliche a basso 
peso molecolare, come il GSH (S-glutationilazione). Le proteine S-glutationilate possono 
essere facilmente ridotte quando il normale stato redox intracellulare viene ripristinato 
mediante agenti riducenti [144]. Per di più, per ripristinare i livelli di GSH, le cellule possono 
utilizzare la Cys causando una diminuzione di questo aminoacido. Quindi, sia il GSH che la 
Cys possono essere considerati importanti biomarcatori per valutare il danno ossidativo e 
la corretta ricostituzione dello stato redox. Lo sviluppo e la validazione di metodi analitici 
semplici per quantificare il GSH e le altre specie tioliche in campioni biologici è un 
prerequisito fondamentale per ottenere una valutazione accurata del livello di danno 
ossidativo, nonché potrebbe essere utile per studiare la progressione della malattia e di 
conseguenza l’effettiva efficacia di terapie antiossidanti. Il nostro primo obiettivo è stato 
quindi quello di validare un semplice e rapido metodo HPLC che ci permettesse di 
quantificare simultaneamente le principali specie tioliche, come il GSH e la Cys, in organi di 
topo. Tale lavoro preliminare è stato necessario per poter avere a disposizione un metodo 
semplice, poco costoso, affidabile e veloce al fine di analizzare un gran numero di organi 
che richiedeva il nostro studio.  
La validazione effettuata seguendo gli standard di validazione internazionali [123, 124] ha 
dimostrato che il metodo è coerente e riproducibile, e che il protocollo di preparazione dei 
campioni permette di avere un’elevata stabilità degli analiti, prevenendo la conversione 
delle diverse specie tioliche. Questo è stato sicuramente lo step più delicato, è noto infatti 
che il GSH va incontro facilmente ad ossidazione.  
Altri vantaggi del metodo sono l’utilizzo del DTNB come agente derivatizzante dal momento 
che la procedura di derivatizzazione richiede tempi brevi (6 minuti) e l’impiego di una HPCL 
a fase inversa con un rilevatore UV-visibile, che non richiedono una manutenzione 
particolarmente costosa, e sono sicuramente accessibili alla maggior parte dei laboratori di 
analisi. Inoltre, è applicabile su tutti gli organi (risultati non mostrati) e su plasma e sangue 
(dati non mostrati), così come permette di analizzare molecole contenenti gruppi -SH e di 
distinguerle chiaramente dal GSH e dalla Cys. 
I risultati ottenuti mostrano quindi che il metodo proposto risulta essere particolarmente 
adatto per le misurazioni routinarie dei tioli, in diverse matrici biologiche e può essere 
utilizzato in studi preclinici finalizzati allo studio di patologie caratterizzate da uno squilibrio 
dello stato redox, sia per studiare l’andamento della patologia che lo sviluppo di nuove 
terapie. 
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Il metodo validato è stato utilizzato anche per valutare il comportamento delle due 
molecole pro-GSH impiegate nei nostri studi, quali I-152 e GSH-C4, in cellule RAW 264.7 in 
cui è stata indotta una deplezione di GSH tramite DEM. Questi esperimenti erano volti a 
capire se le molecole fossero in grado di ripristinare il corretto stato redox in un sistema in 
cui vi è una sua alterazione. I risultati ottenuti rivelano come, sebbene entrambe le 
molecole siano in grado di aumentare il contenuto tiolico intracellulare, esse hanno 
comportamenti estremamente diversi. 
Le cellule trattate con basse concentrazioni di I-152 (0.1, 0.5 e 1 mM) mostrano come la 
molecola sia in grado di ripristinare i normali livelli sia del GSH che della Cys. Al contrario, 
le alte concentrazioni di I-152 (5, 10 e 20 mM), riducono ulteriormente i livelli del GSH, 
presumibilmente coniugandosi ad esso tramite l’azione dell’enzima GST. Va sottolineato, 
che negli stessi campioni sono presenti comunque alte concentrazioni sia di NAC che di I-
152 che potrebbero essere utilizzate per la sintesi del GSH come dimostrato dall’analisi di 
cellule RAW 264.7 trattate con I-152 20 mM e recuperate dopo due ore dalla rimozione 
della molecola, in cui i livelli del tripeptide così come della Cys sono più elevati di cellule di 
controllo (dati non mostrati). Questi risultati suggeriscono che l’I-152, a basse 
concentrazioni si comporta da antiossidante, mentre a concentrazioni più elevate può 
avere un comportamento pro-ossidante, confermando i dati già presenti in letteratura, 
riguardanti il comportamento della NAC [106-108]. Questo implica anche l’importanza di 
conoscere i livelli di GSH intracellulari prima del trattamento e di individuare la 
concentrazione della molecola anti-ossidante impiegata per aumentare le specie tioliche. 
Il comportamento del GSH-C4 è totalmente diverso. Ciascuna concentrazione testata (a 
partire da 1 mM), è in grado di riportare il GSH a valori di controllo in campioni pre-trattati 
con il DEM. A concentrazioni maggiori (5, 10 e 20 mM), le cellule possiedono livelli più alti 
di Cys e di GSH-C4 in maniera dose dipendente. Per spiegare tale situazione abbiamo 
ipotizzato che siccome il glutatione è substrato per l’ectoenzima transpeptidasi λ-glutamil 
(λGT), questo enzima potrebbe catalizzare il trasferimento della frazione λ-glutamil dal 
GSH-C4 su una molecola accettore, ottenendo così il coniugato Cys-Glicina [8]. Il dipeptide 
Cys-Glicina può essere idrolizzato dalle ectopeptidasi [145] a Cys e glicina, che sarebbero 
utilizzate in un secondo momento per la sintesi cellulare del GSH. Inoltre, questo 
meccanismo spiegherebbe le alte concentrazioni di Cys intracellulari trovate in cellule 
trattate con il GSH-C4 5, 10 e 20 mM. Questa ipotesi, che in ogni caso andrà dimostrata 
sperimentalmente, è avvalorata dalla mancanza di effetti da parte del GSH-C4 nel 
ripristinare il GSH intracellulare qualora la deplezione sia indotta dal BSO, una molecola che 
inibisce la sintesi del tripeptide, bloccando l’enzima γ-glutammil cisteina sintetasi (dati non 
mostrati).  
Il GSH-C4 ha dimostrato essere efficace contro diversi virus, tanto più efficace non solo 
rispetto al GSH ma anche rispetto alla NAC, precursore della Cys, ed i dati riportati in questa 
tesi suggeriscono che potrebbe agire con due meccanismi: da un lato aumenterebbe i livelli 
di GSH fornendo Cys, dall’altro potrebbe agire come GSH-C4 stesso. 
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L’insieme di questi risultati dimostrano come sia il GSH-C4 che l’I-152 siano in grado di 
ripristinare i corretti livelli di GSH, suggerendo che entrambe le molecole potrebbero essere 
utilizzate in quelle condizioni patologiche caratterizzate da uno squilibrio dello stato redox 
tradotto in un deficit del tripeptide. Quello che è interessante notare sono le diverse 
modalità con cui queste molecole producono quest’effetto, che si riflettono nei differenti 
meccanismi con cui esse influenzano i pathways intracellulari coinvolti nella produzione 
delle citochine macrofagiche quali IL-12 e IL-27 [118]. Questi studi sono stati effettuati in 
cellule con normali livelli di GSH, sarà quindi interessante valutare l’azione delle stesse 
molecole sulla produzione di citochine Th1, in sistemi cellulari in cui è stata indotta una 
deplezione di GSH. Infatti, i risultati potrebbero essere diversi come suggeriscono i dati 
ottenuti in vivo in topi immunizzati con Ova o Tat aventi alterazioni dello stato redox, nei 
quali, differentemente da quello riscontrato in vitro, entrambe le molecole stimolano la 
produzione della stessa citochina, l’IL-12 [113-114]. 
Alla luce dei risultati analizzati finora e sulla base dei dati in letteratura che riportano come 
in molteplici infezioni virali vi è una deplezione del GSH accompagnata da un’alterata 
risposta immunitaria Th1/Th2, si è pensato di utilizzare il GSH-C4 e l’I-152 in modelli virali 
per studiarne l’effettiva capacità in vivo di ripristinare una bilanciata risposta antivirale 
Th1/Th2. 
Il primo modello virale scelto è costituito da topi C57BL/6 infettati con il complesso 
retrovirale LP-BM5.  
I risultati ottenuti dimostrano un ruolo centrale della rispostaTh2 in entrambe le infezioni 
studiate (Figura 16 e 24). L’infezione caratterizzata da una dominante risposta umorale è 
anche associata ad alti livelli di IgE plasmatiche (Figura 15), la cui secrezione è l’effetto più 
caratteristico dell’IL-4 sulle cellule B in vivo [146], anche se va sottolineato che la 
produzione di questa classe di immunoglobuline potrebbe essere regolata da altri fattori in 
questo particolare tipo di infezione [147-148].  
L’attivazione preferenziale delle cellule di tipo Th2 è stata precedentemente spiegata 
dall’importante ruolo che hanno le cellule B sull’attivazione delle cellule T in questa 
infezione, dove la presentazione dell’antigene da parte delle cellule B favorisce il clone di 
tipo Th2 [142, 149, 150, 151]. Grazie ai risultati ottenuti da questo studio, si può ipotizzare 
che anche la deplezione di GSH nelle cellule presentanti l’antigene, quali cellule dendritiche 
e macrofagi, possa favorire la risposta Th2 in seguito ad alterato processamento 
dell’antigene ed alterata produzione delle citochine Th2. 
Non vi sono dubbi sul fatto che esistono molteplici fattori che possono influenzare la 
risposta immunitaria sia Th1 che Th2 [152], ma la conclusione generale che noi possiamo 
trarre a seguito di questa sperimentazione è che un fattore importante che potrebbe 
influire sulla progressione della malattia e la prevalente produzione di citochine Th2 è lo 
squilibrio dello stato redox. Infatti in tutti gli organi studiati si è riscontrata una deplezione 
significativa dei livelli del GSH e/o della Cys a tutti e tre i tempi studiati. Questo risultato è 
particolarmente evidente nella milza e nei linfonodi in quanto sono gli organi linfoidi che 
contengono il più alto contenuto di DNA BM5d e che sono sottoposti a cambiamenti 
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fenotipici e proliferativi più significativi [153]. In questi organi è evidente una diminuzione 
del GSH a 5 e a 9 settimane dall’infezione e già alla seconda settimana, quando una 
prevalenza della risposta immunitaria Th2 è già riscontrata, si osserva un calo della Cys in 
entrambi gli organi, statisticamente significativo nella milza. Questa deplezione potrebbe 
essere giustificata con l’utilizzo della Cys per la neo-sintesi del GSH, che sembrerebbe 
sufficiente per ripristinare i livelli base di GSH nei primi tempi dell’infezione (2 settimane) 
ma che risulterebbe insufficiente a tempi successivi, quando i livelli del virus sono 
presumibilmente maggiori. Inoltre, dopo due settimane dall’inoculo del virus il numero di 
cellule infettate negli organi è basso, quindi la rilevazione del calo di GSH, parzialmente 
ripristinato, potrebbe risultare più difficile. La correlazione tra calo di GSH e ridotta 
produzione di citochine Th1 nelle fasi precoci dell’infezione è stata dimostrata in 
esperimenti in vitro, in cui macrofagi peritoneali infettati con LP-BM5 esprimevano livelli di 
mRNA dell’IL-12p40 più bassi rispetto ai macrofagi non infettati e una deplezione 
significativa sia del GSH che della Cys. Questi risultati sono in accordo con i dati presenti in 
letteratura [80] e confermano il ruolo che il GSH può avere sullo sviluppo di una risposta 
immunitaria, e che anche nel MAIDS la secrezione delle citochine Th1 può essere 
influenzate da uno squilibrio dello stato redox. 
La deplezione del GSH potrebbe avere un ruolo importante anche in altri aspetti della 
patologia. Ad esempio, nel pancreas, la Cys risulta essere significativamente più bassa a 5 
settimane dall’infezione. Non essendo un organo linfoide si presume che il virus nel 
pancreas sia presente a concentrazioni molto più basse o sia addirittura assente. Si può 
quindi ipotizzare che la deplezione del GSH sia meno importante e che la Cys sia sufficiente 
per ripristinare il normale contenuto del tripeptide. Comunque, il GSH potrebbe avere un ruolo 
nello sviluppo della pancreatite esocrina descritta in topi aventi il MAIDS [154]. Inoltre, sia le 
citochine Th1 che quelle Th2 sembrano avere un ruolo nell’indurre lesioni pancreatiche nei topi 
con questa malattia, sebbene sia prevalente la presenza di cellule Th2 [155]. 
Nel cervello bassi livelli di GSH sono stati misurati dopo 5 settimane dall’infezione. Questo 
risultato ha delle implicazioni di notevole importanza considerando il fatto che i topi 
infettati con LP-BM5 hanno disfunzioni neurologiche simili a quelle osservate nell’uomo a 
causa dell’AIDS, che compromettono le capacità cognitive e motorie. È noto che nel MAIDS 
i deficit di apprendimento e di memoria spaziale si sviluppano già dopo 8-10 settimane 
dall’infezione, mentre il virus può essere rilevato in quest’organo solo dopo 12-15 
settimane dall’infezione [156]. Pertanto è difficile stabilire se la presenza del virus è 
responsabile delle alterazioni neuronali osservate, tuttavia sia il virus che le cellule linfoidi 
periferiche possono contribuire all’encefalopatia che si sviluppa in questi topi [156]. Già 
studi precedenti avevano messo in evidenza come i livelli alterati di peptidi e proteine 
neuronali, così come le neurotossine e le citochine prodotte dalla microglia attivata o 
provenienti da altre fonti, potessero contribuire al disordine neurologico osservato in 
questi animali [157]. In questa tesi riporto che anche nel cervello è possibile misurare una 
deplezione del GSH. Naturalmente non possiamo stabilirne la causa, ma si può suggerire 
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che tale diminuzione potrebbe contribuire alle alterazioni neuronali descritte nel MAIDS, 
come già osservato in altre malattie neurodegenerative. 
I risultati illustrati mostrano come il contenuto tiolico possa avere un ruolo nello sviluppo 
della patologia così come nell’influenzare la risposta immunitaria nell’infezione da LP-BM5. 
Di conseguenza, il ripristino di un corretto stato redox intracellulare potrebbe 
rappresentare un approccio utile per combattere quest’infezione.  
A tal fine, sia il GSH-C4 che l’I-152 potrebbero essere utilizzate dal momento che entrambe 
le molecole possono aumentare il contenuto tiolico negli organi sopra citati sebbene con 
modalità diverse. 
Analizzando l’aumento del GSH nel pancreas e nel cervello in seguito al trattamento con 
GSH-C4, possiamo fare le seguenti osservazioni. A 30 minuti nel pancreas è stata misurata 
anche una significativa diminuzione dei livelli di Cys. Questo ci porta ad ipotizzare che la 
molecola possa stimolare la GCL, che catalizza il primo passo della sintesi del tripetide, la 
formazione di λ-glutammilcisteina dal glutammato e Cys. Tale enzima è il più critico nel 
controllo della sintesi del GSH [2] e la sua “up-regulation” nel pancreas può contribuire in 
modo decisivo al ripristino di GSH durante la pancreatite acuta caratterizzata da una grave 
deplezione di esso [158]. Studi futuri saranno importanti per chiarire questo risultato e per 
stabilire se il regolamento di GCL è trascrizionale o post-trascrizionale. Va comunque 
sottolineato che il GSH-C4, come già precedentemente dimostrato, può prolungare l’azione 
di NF-kB [118], e questo effetto potrebbe essere particolarmente interessante in quanto 
un ruolo importante è stato descritto per i fattori di trascrizione sensibili allo stato redox, 
come NF-kB, nella up-regolazione di GCL [159]. Quindi, il GSH-C4 potrebbe rappresentare 
un approccio interessante per migliorare l'espressione della GCL e il conseguente aumento 
del GSH.  
Nel cervello, l’aumento di GSH non è affiancato da una diminuzione del livello di Cys, 
ipotizziamo quindi che il meccanismo del GSH-C4 possa essere diverso e coinvolgere 
l’attività dell’ectoenzima transpeptidasi λ-glutamil prima e delle ectopeptidasi dopo come 
descritto precedentemente. Naturalmente, anche questo aspetto sarà fonte di ulteriori 
studi per verificarne la veridicità. 
L’I-152 è un precursore della NAC e della cisteammina, entrambe presenti in tutti gli organi 
analizzati, con una minore concentrazione della seconda. Tale risultato potrebbe sembrare 
strano dal momento che le due specie tioliche dovrebbero essere presenti in quantità 
equimolari. Tuttavia la cisteammina può reagire con la cistina (dimero della Cys) 
intracellulare producendo un disulfide misto cisteina-cisteammina e Cys, la quale infatti è 
sempre presente in quantità superiori al controllo [160]. Naturalmente l’aumento della Cys 
è in parte dovuto anche alla presenza di NAC. Gli alti livelli di Cys non sono serviti ad 
aumentare il contenuto di GSH intracellulare come dimostrato dai normali livelli del 
tripeptide in tutti gli organi testati, ad eccezione dei linfonodi dove si riscontra un 
significativo calo del GSH rispetto ai controlli. Presumibilmente tale aumento non si verifica 
in quanto i livelli di GSH negli organi erano normali, mentre ipotizziamo che in tutte quelle 
condizioni caratterizzate da una deplezione del tripeptide, la Cys potrebbe essere utilizzata 
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per ricostituire il GSH. Il fatto che i livelli di GSH possano diminuire subito dopo il 
trattamento con l’I-152, come osservato nei linfonodi, conferma i dati precedentemente 
ottenuti in vitro. Una spiegazione potrebbe essere il fatto che il GSH possa formare disolfuri 
misti con l'eccesso di tioli forniti dalla molecola, ma l'esatto meccanismo non è stato ancora 
studiato. Bisogna sottolineare, comunque, che le diverse specie tioliche messe a 
disposizione della cellula possono avere effetti diversi in base alla loro concentrazione e al 
preesistente stato redox intracellulare come già osservato in precedenza [105]. 
Un ulteriore dato interessante riguarda la presenza di queste molecole nel cervello. La 
presenza a tempi successivi rispetto agli altri organi è probabilmente dovuto alla 
permeabilità di quest’organo, limitata a causa della presenza della barriera 
ematoencefalica. È stato descritto un passaggio del GSH dal sangue al cervello, ma non è 
ancora del tutto chiaro se il tripeptide viene direttamente trasportato o viene suddiviso 
prima nei singoli aminoacidi nei capillari celebrali e ri-sintetizzato poi all’interno delle 
cellule [161]. Inoltre, anche se è stata riportata la presenza di un trasportatore sodio-
dipendente del GSH, il suo ruolo esatto nell’omeostasi del cervello rimane ancora da 
chiarire [161].  
Avendo dimostrato che il GSH-C4 può attraversare la barriera emato-encefalica e che l’I-
152 può aumentare il contenuto tiolico nel cervello, possiamo suggerire che entrambe le 
molecole potrebbero rappresentare nuove terapie interessanti per il trattamento di 
malattie neurodegenerative caratterizzate da una carenza del tripeptide. Inoltre i risultati 
qui riportati indicano che sia il GSH che l’I-152 possono essere utilizzate per aumentare il 
GSH o fornire le specie tioliche utili per la sintesi del GSH in tutti gli organi esaminati. 
A questo punto abbiamo deciso di valutare l’effetto immunomodulatorio delle due 
molecole in questa infezione. È già stato dimostrato che l’I-152 è in grado di inibire la 
replicazione virale in questo modello [117] se somministrata cinque volte a settimana. In 
questo studio, volendo studiare l’effetto immunomodulatorio, abbiamo deciso di 
somministrare le molecole 3 volte a settimana. I risultati mostrano che sia il GSH-C4 che l’I-
152 influenzano la produzione di citochine Th1/Th2. Possiamo osservare che anche in 
questo caso gli effetti delle due molecole sono diversi. Il trattamento con I-152 causa un 
aumento di INF-γ (Th1) nelle fasi precoci dell’infezione (2 settimane), e successivamente (5 
settimane) riduce la risposta immunitaria di tipo Th2, diminuendo i livelli dell’IL-4 e dell’IL-
5. Questo effetto si ripercuote sulla splenomegalia e linfadenopatia che risultano 
significativamente ridotte. 
Il trattamento con il GSH-C4 sembra avere effetti sulla risposta immunitaria tardivamente 
rispetto all’I-152. Infatti tale molecola inibisce la produzione dell’IL-4 (Th2) dopo 5 
settimane dal trattamento, ma soprattutto stimola la produzione di IL-12, INF-γ e TNF-α 
dopo 9 settimane. Quest’effetto sulla produzione delle citochine non influenza 
splenomegalia e linfadenopatia. Supponiamo che un aumento della frequenza del 
trattamento possa aumentare ed anticipare la capacità del GSH-C4 di modulare la risposta 
immunitaria verso il tipico profilo citochinico Th1 portando presumibilmente ad una 
inibizione dei segni della malattia. Sarà interessante studiare i meccanismi biomolecolari 
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che stanno alla base dei differenti effetti esercitati dalle molecole sulla produzione delle 
citochine Th1/Th2. 
Contemporaneamente si è studiato l’effetto immunomodulatorio del GSH-C4 su un altro 
modello virale rappresentato da topi anziani infettati con il virus dell’influenza 
A/PR8/H1N1. È noto che con l’avanzare dell’età diminuisce la capacità di combattere gli 
organismi patogeni e di controllare le reazioni immuni indesiderate, portando ad un 
aumento dell’incidenza di alcune malattie infettive ed autoimmuni. Le cause di tutto ciò 
sono in parte da ricercare nei cambiamenti che subisce il sistema immunitario, noti come 
immunosenescenza. Tra le alterazioni osservate nell’immunosenescenza vi è uno 
spostamento della risposta immunitaria verso il tipo Th2, come dimostrato dalla ridotta 
produzione di IL-2 e dall’aumento dell’IL-4 [126]. Sembra quindi che la dominanza della 
risposta Th2 così come la diminuita induzione di quella Th1 sia una causa della ridotta 
protezione contro molti patogeni osservata negli anziani.  
Nel nostro studio abbiamo dimostrato come il contenuto del GSH in organi di topi anziani, 
così come quello della Cys sia più basso rispetto ai topi giovani. Ipotizziamo quindi che 
sebbene diversi fattori possano contribuire al disequilibrio della risposta immunitaria 
osservato nella popolazione anziana, il progressivo e graduale abbassamento del contenuto 
di GSH possa avere un ruolo determinante. Di conseguenza, ripristinare i corretti livelli di 
GSH potrebbe stimolare la produzione delle citochine Th1 e di conseguenza modulare la 
risposta immunitaria Th1/Th2. 
Tra le malattie infettive, l'influenza negli anziani rappresenta un importante problema di 
salute pubblica nei paesi industrializzati. La vaccinazione contro l'influenza è efficace solo 
nel 33% degli individui anziani nel prevenire i segni clinici dell'infezione e nel 74% nel 
prevenire la mortalità. Non soltanto la risposta al vaccino anti-influenzale è inferiore nella 
popolazione anziana, ma anche il livello di protezione dall'infezione è più basso rispetto agli 
adulti più giovani. In questo studio dimostriamo come il GSH-C4 sia in grado di inibire in 
maniera significativa la replicazione virale in topi anziani e di influenzare la produzione delle 
citochine Th1/Th2, favorendo la secrezione dell’IL-2 e dell’IL-12. Inoltre, il trattamento 
stimola la produzione delle immunoglobuline IgG2a, favorita dalle citochine Th1. Questi 
risultati suggeriscono che ripristinando un corretto stato redox nell’individuo anziano, 
questo potrebbe combattere più efficacemente l’infezione influenzale, grazie ad una più 
adeguata risposta cellulo mediata correlata a livelli più alti di citochine Th1. 
I risultati riportati in questa tesi dimostrano che GSH-C4 e I-152, entrambe già utilizzate 
come antivirali, hanno anche un effetto immunomodulatorio in vivo. In realtà gli effetti 
antivirali esercitati da queste due molecole possono essere il risultato di un effetto diretto 
sul virus (impedendo, ad esempio la produzione di particelle virali mature) e di un effetto 
immunomodulatorio che permette all’individuo ospite di reagire più efficacemente 
all’infezione. La combinazione di questi due differenti meccanismi d’azione è il principale 
vantaggio associato all’utilizzo di queste molecole. Inoltre, il GSH-C4 potrebbe essere 
utilizzato nei protocolli vaccinali contro l’influenza, per aumentarne l’efficacia rafforzando 
la risposta cellulo mediata.  
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